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RÉSUMÉ 
Rôle de la protéase mastocytaire de type 4 dans la conversion de la big-endothéline-1 




Programmes de pharmacologie 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
La répression génétique complète de l’enzyme de conversion de l’endothéline-1 (ECE) 
chez la souris ne réduit que de 45% les taux tissulaires du puissant facteur vasoactif 
suggérant que d’autres enzymes protéolytiques sont impliquées dans la production dudit 
peptide. Nous avons récemment rapporté (Houde et al., 2013) que la protéase mastocytaire 
de type 4 (mMCP-4) synthétise l’ET-1 chez la souris anesthésiée in vivo et dans des extraits 
tissulaires in vitro. La source cellulaire principale de cette activité ECE-indépendante 
demeure toutefois inexplorée à ce jour. 
Le but de cette étude est d’évaluer la capacité de la protéase mastocytaire de type 4 
(mMCP-4) recombinante, extraite des mastocytes ou in vivo chez la souris consciente, dans 
la conversion de la big-ET-1 en ET-1 (1-31). Notre hypothèse principale est que la 
mMCP-4 représente une voie de synthèse significative d’ET-1 tant in vitro que chez la 
souris consciente.  
La mMCP-4 recombinante ou extraite de mastocytes péritonéaux de souris de type 
sauvage, mais non pas de souris mMCP-4 KO, possède une activité de type chymotrypsine 
sensible à un inhibiteur spécifique des chymases, le TY-51469. De plus, par HPLC et par 
spectrométrie de masse (Triple-TOF), une production TY-51469 sensible d’ET-1 (1-31) à 
partir de son précurseur la big-ET-1 est démontrée. D’autre part, la cinétique enzymatique 
de la mMCP-4 contre les substrats Ang I et big-ET-1 a été déterminée (KM : 19.31 ± 3.16 et 
23.43 ± 5.314 μM respectivement). Cette enzyme a une activité similaire pour ces deux 
substrats (kcat/KM Ang I : 7.70 X 10
-3
 μM-1 X sec-1 et big-ET-1 : 2.189 X 10-3 μM-1 X sec-1). 
L’administration systémique de big-ET-1 chez des souris conscientes, instrumentées en 
radio-télémétrie, montre une réduction d’environ 50 à 80% de la réponse pressive du 
précurseur chez des souris mMCP-4 KO lorsque comparées aux souris de type sauvage. 
Les souris conscientes montrent une hypersensibilité très significative par rapport à la 
souris anesthésiée en réponse à l’ET-1 exogène (déplacement vers la gauche de la courbe 
dose-réponse de plus de 6 à 7 unités logarithmiques). En contraste, l’affinité apparente 
(ID50) d’un antagoniste ETA, l’atrasentan contre l’ET-1, est similaire chez la souris 
consciente ou anesthésiée (0.8236 et 0.2101 mg/kg respectivement). Cette série de résultats 
illustrent que la souris consciente répond beaucoup plus efficacement aux agents presseurs 
et ce, sans altération de l’affinité des récepteurs pour leurs ligands endogènes respectifs.  
Tous nos résultats nous permettent donc de conclure que la chymase recombinante, 
dans les mastocytes ou chez la souris consciente convertit dynamiquement la big-ET-1 en 
ET-1 (1-31). 
 
Mots clés : chymase, endothéline-1, angiotensine, cinétique enzymatique, radio-télémétrie 
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t-PA  tissue-type plasminogen activator  
Triple-TOF  
 




carboxilic acid  
VEGF vascular endothelial growth factor  
VIP peptide vasoactif intestinal vasoactive intestinal peptide  
Vmax vitesse maximale de la réaction 
Western blot  immunobuvardage de type western 









Bien que l’endothéline-1, un peptide de 21 acides aminés et puissant agent presseur 
(Yanagisawa et al., 1988), soit générée à partir de son précurseur la big-endothéline (1-38) 
par l’enzyme de conversion de l’endothéline, les études récentes du laboratoire démontrent 
que d’autres voies métaboliques jouent un rôle important dans la genèse de ce peptide in 
vitro et in vivo. Le présent ouvrage se concentre sur le rôle de la chymase, une sérine 




L’endothéline (ET) est un peptide constitué de 21 acides aminés dont quatre cystéines 
formant 2 ponts disulfures. Elle a été découverte en 1988 par Yanagisawa et ses 
collaborateurs (Yanagisawa et al., 1988). Il existe trois isoformes de l’endothéline, soit 
l’ET-1, -2 et -3, ayant chacun leur propre gène codant (Inoue et al., 1989; Arinami et al., 
1991) (la structure et les isoformes sont montrées à la figure 1). Le principal site de 
production de l’ET-1 est la cellule endothéliale qui tapisse les parois des vaisseaux 
sanguins (Simonson et Dunn, 1990; Masaki, 2000; D'Orleans-Juste et al., 2003). L’ET-2 est 
produite principalement par les reins et les intestins ainsi que par les cellules endothéliales 
(Rubanyi et Polokoff, 1994; Giannessi et al., 2001). L’ET-3 est retrouvée en fortes 
concentrations dans le cerveau (Shinmi et al., 1989; Rubanyi et Polokoff, 1994; Giannessi 
et al., 2001). Les deux dernières isoformes, produites en moindre quantité, auraient, 
toutefois, plus d’implication au niveau de la vascularisation rénale pour l’ET-2 et au niveau 
de la neurotransmission pour l’ET-3 (Shinmi et al., 1989; Waeber et al., 1990; Spyer et al., 
1991; D'Orleans-Juste et al., 2003). Chaque isoforme possède des affinités pour les 
récepteurs de l’ET distinctes (ETA : ET-1 = ET-2 > ET-3, ETB : ET-1 = ET-2 = ET-3) 












2.2. Biosynthèse  
La synthèse de l’ET débute à partir de précurseurs distincts nommés 
prépro-endothélines. Ces précurseurs ont un nombre d’acides aminés différents selon 
l’isoforme. Ainsi la prépro-ET-1 est formée de 212 acides aminés une fois traduite. Les 
prépro-ET-2 et prépro-ET-3 comportent respectivement 178 (ou 145 selon le site de 
production issu de l’épissage alternatif) et 238 (ou 224 selon la provenance tissulaire du 
gène) acides aminés (Ohkubo et al., 1990; Laporte et al., 1993). La voie de maturation pour 
les trois isoformes demeure similaire et se divise en trois étapes principales. D’abord le 
peptide signal est éliminé. Cette étape se produit dans le réticulum endoplasmique rugueux 
et permet l’obtention de la pro-endothéline (Laporte et al., 1993). La seconde phase de 
maturation implique l’action d’une pro-protéine convertase : la furine (E.C. 3.4.21.75). Il 
s’agit d’une hydrolase de type sérine-endopeptidase dépendante de la présence de calcium. 
Cette protéase a la capacité de cliver plusieurs précurseurs pro-protéiques en polypeptides 
biologiquement actifs selon un motif de reconnaissance R-X-K/R-R (où R = arginine, 
X = n’importe quel acide aminé, K = lysine, / = lien peptidique clivé) (Denault et al., 
1995). L’activité hydrolytique de la furine s’effectue sur les liaisons peptidiques 
lysine-arginine en positions 53-54 et 90-91 des pro-endothélines pour produire la 
big-endothéline (big-ET), un précurseur de 38 acides aminés (Laporte et al., 1993; Mattera 
et al., 1993; Blais et al., 2002; D'Orleans-Juste et al., 2003). 
 
2.2.1. Voie classique (ECE-dépendante) 
Étant donné que la big-ET-1 ne possède pas d’activité biologique, une autre étape de 
clivage est démontrée afin de produire le peptide biologiquement actif; l’ET-1. Cette 
dernière étape est rendue possible par l’action de l’enzyme de conversion de l’endothéline 
(ECE ; E.C. 3.4.24.71) qui provoque le clivage protéolytique entre les résidus 21 et 22 




Cette enzyme est un membre de la famille des néprilysines aussi connue sous le nom 
de métalloprotéases membranaires dépendantes du zinc (Hooper, 1994; Xu et al., 1994; 
Emoto et Yanagisawa, 1995; Valdenaire et al., 1995; Turner et Tanzawa, 1997; Lindenau et 
al., 2006). L’ECE se caractérise par une courte queue cytoplasmique à son extrémité 
amino-terminale intracellulaire suivie de la région membranaire et d’un grand domaine 
extracellulaire contenant le motif de liaison au zinc essentiel pour l’activité enzymatique 
(Yanagisawa et al., 2000). Malgré ce que laisse entendre le nom de cette enzyme, l’ECE 
n’est pas spécifique pour l’endothéline-1. Elle possède également, quoiqu’avec une 
efficacité moindre, la capacité d’hydrolyser d’autres peptides telles la neurotensine, la 
bradykinine (BK) ou la substance P (Hoang et Turner, 1997; Johnson et al., 1999).  
Les ECE sont localisées dans une grande diversité de type cellulaire comme les 
cellules endothéliales, les cellules du muscle lisse, les cardiomyocytes et les macrophages 
(Xu et al., 1994; Maguire et al., 1997; Schweizer et al., 1997; Fukuchi et Giaid, 1998; 
Kobayashi et al., 1998; Rossi et al., 1999a). Il existe deux isoformes de l’ECE ayant la 
capacité de cliver la big-ET-1 en ET-1, soit l’ECE-1 et l’ECE-2 (Emoto et Yanagisawa, 
1995) et ayant 59% d’homologie entres elles (Russell et Davenport, 1999). 
 
2.2.1.1. ECE-1 
L’ECE-1 se divise en quatre isoformes (a, b, c et d) produites par l’épissage alternatif 
d’un même gène. Ces isoformes diffèrent par leur séquence N-terminale et leur distribution 
tissulaire (Schmidt et al., 1994; Xu et al., 1994; Shimada et al., 1995a; Shimada et al., 
1995b; Valdenaire et al., 1995; Schweizer et al., 1997). Le contrôle de l’expression de 
l’ECE-1 s’effectue par des mécanismes dépendants de la protéine kinase C (Uchida et al., 
1997), par les récepteurs ETB (Naomi et al., 1998), par certains facteurs de transcription 
(ets-1) (Orzechowski et al., 1998) et par des cytokines (Yoshioka et al., 1998). Cette 
enzyme est exprimée dans un grand nombre de cellules. L’ECE-1 est la forme de l’enzyme 
la plus impliquée en physiologie dû à son importante expression (D'Orleans-Juste et al., 
2003) mais aussi en raison de son action maximale à pH environnant la neutralité (Xu et 




L’ECE-2 est également subdivisée en quatre isoformes (a, b, c et d) dont seules les 
terminaisons amino-terminales sont différentes (Ikeda et al., 2002). Cette isoforme est aussi 
localisée dans plusieurs types cellulaires. Comparativement à l’ECE-1, l’ECE-2 possède 
une activité maximale lorsque le pH est acide, environ 5.5, suggérant donc une implication 
en tant qu’enzyme de maturation intracellulaire (Emoto et Yanagisawa, 1995).   
 
2.2.2. Autres voies de synthèse 
Pour mieux comprendre le rôle de l’ET-1, différentes modifications individuelles ou 
conjointes ont été apportées au génome de souris afin de supprimer l’expression des gènes 
à l’origine de l’ET-1, de ses récepteurs ou des enzymes impliquées dans sa maturation. 
Ainsi, il a été montré que les souris homozygotes dont le gène de l’ET-1 a été réprimé 
(ET-1
-/-
) meurent de 15 à 30 minutes suivant leur naissance. Ces décès sont provoqués par 
une incapacité respiratoire causée par les anomalies craniofaciales que présentent ces souris 
(Kurihara et al., 1994; Yanagisawa et al., 1998; von Websky et al., 2009). En plus 
d’anomalies craniofaciales, ces souris montrent des malformations du système 
cardiovasculaire (Kurihara et al., 1994; Yanagisawa et al., 1998; von Websky et al., 2009), 
du thymus et de la thyroïde (von Websky et al., 2009). Des souris déficientes pour le gène 
du récepteur ETA présentent des malformations craniofaciales et cardiovasculaires 
identiques à celles des souris ET-1
-/-, signe que l’axe ET-1/ETA est essentiel pour le 
développement fœtal (Clouthier et al., 1998). D’autres souris génétiquement réprimées 
pour l’ECE-1, l’ECE-2 ou une combinaison de ces deux enzymes ont aussi été créées. 
Le knockout (KO) de l’ECE-1 est létal au niveau embryonnaire. Ces souris montrent des 
défauts cardiaques et céphaliques tels qu’observés chez les animaux réprimés pour l’ET-1 
ou l’ETA (Yanagisawa et al., 1998; Yanagisawa et al., 2000). Quant aux souris ECE-2
-/-
, 
elles sont viables, en bonne santé et fertiles (Yanagisawa et al., 2000). L’introduction de la 
répression génique de l’ECE-2 chez les animaux ECE-1-/- augmente la sévérité des défauts 
cardiaques déjà observés chez les souris ECE-1 KO (Yanagisawa et al., 2000). Des 
analyses sur les tissus des embryons de souris doublement réprimées pour les gènes de 
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l’ECE-1 et de l’ECE-2 ont permis de montrer une quantité significative d’endothéline-1 
tissulaire. En effet, environ 50% des niveaux d’ET-1 des embryons de souris WT ont été 
mesurés chez les embryons KO (Yanagisawa et al., 1998; Yanagisawa et al., 2000) ce qui 
suggère l’existence d’une ou de plusieurs voies de synthèse de l’endothéline-1 
indépendante des ECE (Webb et al., 1998; Yanagisawa et al., 1998).  
 
Il existe donc d’autres enzymes possédant des sites catalytiques semblables à celui de 
l’ECE qui pourraient contribuer à la production d’endothéline-1. Ces enzymes pourraient 
être : du type ECE, la métalloprotéase de la matrice-2 (MMP-2), les chymases ou encore 
l’endopeptidase neutre 24,11 (ou néprilysine ; NEP ; E.C. 3.4.24.11). Elles peuvent 
produire directement l’ET-1 à partir de son précurseur ou des fragments ayant possiblement 
une activité biologique (Fernandez-Patron et al., 1999; Ikeda et al., 1999; Schweizer et al., 
1999). Au cours des années 1990, des études in vitro sur des extraits pulmonaires ont 
montré que la big-ET-1 pouvait être hydrolysée en un peptide biologiquement actif, soit 
l’ET-1, par l’action d’une métalloprotéase sensible à l’utilisation du thiorphan (Murphy et 
al., 1993; Lebel et al., 1995, 1996). Étant donné la sélectivité de cet inhibiteur pour la NEP, 
l’activité hydrolytique sur la big-ET-1 observée dans ces études a été attribuée à cette 
enzyme. Finalement, les recherches qui ont découlé des différents travaux subséquents ont 
permis de décrire une voie alternative de la synthèse de l’endothéline-1 passant par un 
nouvel intermédiaire, l’endothéline-1 (1-31) (ET-1 (1-31)). Initialement décrit comme un 
agoniste du récepteur ETA (Mazzocchi et al., 2000), des études ont permis de démontrer 
que l’ET-1 (1-31) est un intermédiaire obtenu par l’action d’une chymase qui hydrolyse le 
lien entre la tyrosine en position 31 (Tyr-31) et la glycine en position 32 (Gly-32) de la 
big-ET-1 (Nakano et al., 1997; Fecteau et al., 2005). Cet intermédiaire est inactif, il doit 
être hydrolysé entre le tryptophane-21 et la valine-22 par la NEP pour une transformation 
en ET-1 (Hayasaki-Kajiwara et al., 1999). Il est donc probable que les premières 
constatations d’inhibition de la conversion de la big-ET-1 en ET-1 par le thiorphan 
provenaient de cette seconde voie de maturation encore inconnue. Il est également reconnu 
que la NEP, présente dans les reins et les poumons, est impliquée dans la dégradation de 
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l’ET-1 (Vijayaraghavan et al., 1990). Le tableau 1 présente un bref récapitulatif concernant 
les enzymes décrites au fil des ans dans la production du peptide actif. 
 
Le choix de la chymase en guise de sujet de recherche dans le domaine des 
endothélines présente un intérêt particulier au vu des informations contenues dans le 
tableau 1. En effet la chymase est la seule enzyme, avec l’ECE et la NEP, ayant été 



























Tableau 1 : Récapitulatif des enzymes impliquées dans la maturation de l’ET-1. 
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2.2.3. Synthèse dépendante des chymases 
2.2.3.1. Les mastocytes 
Les mastocytes ont été décrits pour la première fois en 1878 par Paul Ehrlich. Le 
développement de ces cellules débute dans la moelle osseuse, plus précisément à partir des 
cellules pluripotentes progénitrices de la moelle osseuse (Longley et al., 1995). Les cellules 
précurseurs migrent dans les vaisseaux sanguins vers les différents tissus du corps. Seuls 
les précurseurs mastocytaires sont retrouvés dans la circulation sanguine, pas les 
mastocytes matures (Nakano et al., 1985; Metcalfe et al., 1997; Galli, 2000). La maturation 
complète s’effectue lorsque les précurseurs migrent et s’installent dans les différents tissus 
muqueux périphériques ou dans les tissus du microenvironnement. La migration et la 
différenciation des mastocytes se produisent sous l’influence de différents facteurs de 
croissance spécifiques (Metcalfe et al., 1995; Gurish et Boyce, 2002). Lorsque les cellules 
atteignent la maturité, elles deviennent granulaires et commencent à exprimer des protéases 
caractéristiques des mastocytes (Irani et al., 1992; Saito et al., 1996; Ochi et al., 1999; 
Kambe et al., 2001; Gurish et Boyce, 2002). Le développement des granules de sécrétion 
est dépendant du milieu cellulaire. Il est possible de classifier les différentes protéases 
exprimées dans les granules de sécrétion des mastocytes en trois classes : les chymases, les 
tryptases et les carboxypeptidases. L’expression de ces différentes protéases est utilisée 
pour caractériser les cellules des différents tissus. Le contenu granulaire en protéases et en 
autres constituants est influencé par le microenvironnement des mastocytes. Ce type 
cellulaire n’est normalement pas prolifératif. Toutefois, en présence de facteurs de 
croissance spécifiques, il peut être prolifératif et cytoprotecteur (Iemura et al., 1994; 
Mekori et Metcalfe, 1994; Yanagida et al., 1995; Finotto et al., 1997; Kambe et al., 2001; 
Mekori et al., 2001; Gurish et Boyce, 2002). L’élimination de ces cellules se fait par 
apoptose et par migration vers la rate ou la lumière intestinale (Friend et al., 2000; Gurish 
et Boyce, 2002).  
L’une des caractéristiques phénotypiques des mastocytes est la présence d’un noyau 
dense et de nombreuses granules cytoplasmiques (Pejler et al., 2007). Cette caractéristique, 
ainsi que la localisation et le phénotype cellulaire, sont souvent utilisés afin de décrire les 
deux sous-types de mastocytes retrouvés chez les rongeurs. Ces sous-types sont les 
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mastocytes du tissu conjonctif (CTMC) et les mastocytes des muqueuses (MMC). Les 
CTMC sont localisés dans la sous-muqueuse du tractus gastro-intestinal, dans la peau et 
dans le péritoine (Chugunova, 2004). Ceux-ci présentent de grandes granules de taille 
uniforme (Amihai et al., 2001). Ces granules contiennent de l’histamine, de l’héparine, du 
sulfate-4,6 de chondroïtine (CS-E), des chymases, des tryptases et de la carboxypeptidase A 
(CPA) (Chugunova, 2004). Les MMC sont principalement retrouvés dans la muqueuse du 
système gastro-intestinal et dans la lamina propria du tractus respiratoire (Metcalfe et al., 
1997). Ils sont caractérisés par de petites granules de taille variable (Amihai et al., 2001). 
Ces granules contiennent de l’histamine, en moindre grande quantité que dans les CTMC, 
du sulfate-4 de chondroïtine (CS-A), du sulfate de dermatane (CS-B), du CS-E et des 
chymases (Chugunova, 2004). La figure 2 schématise le développement et le contenu 
granulaire des mastocytes. 
 
Les mastocytes peuvent être activés de deux façons : par activation immunologique 
et/ou non immunologique. L’activation immunologique passe par l’activation du récepteur 
FCεRI via la liaison avec l’immunoglobuline E, alors que l’activation non immunologique 
fait appel à des composés basiques, des peptides, des cytokines, des anaphylatoxines, des 
dextrans et des lectines ou aux récepteurs des immunoglobulines G de faible affinité. 
L’activation des mastocytes stimule la dégranulation de ceux-ci, permettant la relâche des 
divers composés contenus dans les granules de sécrétion ainsi que la synthèse de novo de 
nombreux médiateurs. Le contenu granulaire est constitué de médiateurs préformés, comme 
l’histamine, des protéoglycanes et des protéases neutres, des médiateurs dérivés des lipides 
ainsi que des cytokines et des chimiokines. Les composés relâchés et synthétisés ont des 
rôles biologiques importants dans l’inflammation, l’hématopoïèse, le remodelage tissulaire 
et d’autres processus biologiques (Metcalfe et al., 1997; Pejler et al., 2007). Les mastocytes 
ont également un rôle plus ou moins important dans de nombreuses pathologies cardiaques, 
immunes et tumorales pour ne nommer que celles-là (Chugunova, 2004; Bot et al., 2008; 











Figure 2 : Développement des mastocytes à partir des cellules de la moelle osseuse et 




2.2.3.2. La chymase 
La chymase (E.C. 3.4.21.39) est une hydrolase spécifique des liens peptidiques de type 
endopeptidase à sérine, aussi connu sous le nom de sérine protéase. Ce type d’enzyme fait 
partie d’une classe protéolytique qui se caractérise par la présence d’une sérine unique dans 
la chaîne réactive. Cette classe mécanistique se distingue par la présence de trois résidus 
précis au niveau du site actif qui forment la triade catalytique : l’acide aspartique-102, 
l’histidine-57 et la sérine-195 (figure 3) (Carter et Wells, 1988). Ces caractéristiques sont 
présentes dans les enzymes ayant une activité de type chymotrypsine. Ce type d’enzyme 
clive le côté carboxylique du lien peptidique suivant un acide aminé aromatique. L’ordre de 
préférence de la chymase pour les acides aminés est : la phénylalanine, la tyrosine puis le 
tryptophane (Hedstrom, 2002).  
 
Comme mentionné un peu plus tôt, le mécanisme enzymatique de la chymase 
s’apparente à celui de la chymotrypsine. Ce mécanisme se produit en trois étapes 
principales : la formation du complexe enzyme-substrat, l’acylation et la déacylation. La 
première étape a lieu lorsque le substrat se positionne dans une orientation favorable à la 
réaction, soit par l’orientation du résidu aromatique dans une cavité hydrophobe spécifique 
de l’enzyme. Il se produit ensuite l’étape d’acylation de la réaction. Celle-ci s’effectue en 
deux temps. D’abord, il y a attaque nucléophilique de la sérine-195 sur l’atome de carbone 
du carbonyle de la liaison peptidique du substrat. Cette attaque produit, par la formation 
d’une liaison covalente, un intermédiaire tétraédrique, induisant une charge négative à 
l’atome d’oxygène du carbonyle. Cet intermédiaire est, par la suite, stabilisé par la 
formation d’un pont hydrogène dans la cavité oxy-anionique. Il se produit ensuite la 
libération d’une amine par le bris du lien peptidique du substrat. En fait la charge négative 
de l’oxygène du carbonyle est instable, il y a donc un transfert de proton à partir de 
l’histidine-57 vers l’oxygène du carbonyle. Il s’agit ici d’une catalyse générale acide, 
puisque l’aspartate-102 du site actif va polariser l’histidine-57 et permettre le transfert de 
proton. Il s’ensuit la formation d’un nouvel intermédiaire appelé acyl-enzyme. Cette 
acyl-enzyme est suffisamment stable pour s’accumuler si les conditions pour la troisième 
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étape ne sont pas remplies ou si cette dernière n’est pas énergétiquement avantageuse. La 
dernière étape de la réaction est la déacylation. Celle-ci est possible lorsqu’une molécule 
d’eau attaque le carbonyle de l’acyl-enzyme, produisant un nouvel intermédiaire 
tétraédrique. Cette attaque est facilitée par une catalyse basique de l’histidine-57. Le second 
intermédiaire tétraédrique est finalement converti en produit et l’enzyme est régénérée dans 
son état natif (Carter et Wells, 1988). 
 
La chymase est une enzyme qui est synthétisée dans les mastocytes sous une forme 
inactive. Afin de la rendre active, un dipeptide en position N-terminale doit être clivé. Une 
étude sur des souris DPPI
-/-, c’est-à-dire réprimées génétiquement pour l’expression de la 
dipeptidyl peptidase I (DPPI ; E.C. 3.4.14.1), a montré que cette enzyme est essentielle au 
clivage du dipeptide menant à une forme de chymase active (Wolters et al., 2001). D’autre 
part, ce clivage est facilité par la présence d’héparine qui permet le repliement de la 
chymase inactive de façon à ce que le dipeptide soit accessible à la DPPI (Murakami et al., 
1995). Une schématisation de l’activation de la chymase est montrée à la figure 4. 
Une fois activée, la chymase est emmagasinée dans les granules de sécrétion des 
mastocytes. Il s’agit en fait de la première enzyme à avoir été identifiée et localisée, en 
1959, dans les granules de ces cellules (Benditt et Arase, 1959). Ces granules ont un bas 
potentiel hydrogène (pH) ce qui permet de prévenir l’autolyse des protéases qu’elles 
contiennent (Lagunoff et Rickard, 1983; Huang et al., 1998). Les enzymes sont donc 
fortement chargées positivement et forment des complexes avec les protéoglycanes 
hautement négatifs également contenus dans ces granules. Ces interactions réduisent les 













Figure 3 : Représentation de la triade catalytique dans le domaine de liaison de la chymase 













Figure 4 : Activation de la chymase par la DPPI facilitée par la liaison de l’héparine avec la 




Il existe deux types de chymases : l’α-chymase et la β-chymase (Gallwitz et Hellman, 
2006). Chez l’Homme une seule α-chymase est trouvée. Alors que chez la souris plusieurs 
isoformes de protéases des cellules mastocytaires (murine mast cell protease ; mMCP) ont 
été décrites. De celles-ci, trois sont des β-chymases (mMCP-1, -2, -4) et une α-chymase 
(mMCP-5). Malgré la grande similarité des séquences de la chymase humaine avec 
l’α-chymase mMCP-5 de la souris, il a été démontré que la β-chymase murine mMCP-4 
était celle ayant le plus d’homologie avec l’enzyme humaine par rapport à son activité 
enzymatique, à sa distribution tissulaire et à sa liaison avec l’héparine (Tchougounova et 
al., 2003; Wu et al., 2005; Andersson et al., 2008a).  
Les chymases étaient déjà connues pour leurs rôles dans la production 
d’angiotensine II (Ang II) (Fleming, 2006), dans le remodelage de la matrice extracellulaire 
(Kielty et al., 1993; Kofford et al., 1997), dans la dégradation de l’apolipoprotéine E 
(Apo E) (Lee et al., 2002), de la trombine et de la fibrine (Tchougounova et al., 2003; 
Simard et al., 2009) et dans le maintien du système immunitaire. Aujourd’hui s’ajoute à ces 
rôles celui dans la production d'ET-1 (1-31) dans la voie de synthèse alternative de l’ET-1 
(Fecteau et al., 2005). Plus récemment, Simard et al., ont montré que non seulement la 
chymase était importante dans la réponse pressive induite par une injection de big-ET-1 in 
vivo chez la souris, mais que l’ET-1 (1-31) produite par l’action de la chymase devait être 
hydrolysée par la NEP pour provoquer un effet vasoconstricteur (Simard et al., 2009). De 
façon plus spécifique, Houde et al., ont déterminé que l’isoforme mMCP-4 était 
responsable d’environ 50% des propriétés vaso-actives issues de la transformation en ET-1 
suite à l’administration de big-ET-1 chez la souris anesthésiée (Houde et al., 2013), venant 
ainsi confirmer l’importance de cette voie alternative dans la production et dans la réponse 
induite par l’ET-1 et ses précurseurs. 
Au-delà de la conversion de la big-ET-1 dans la voie alternative de synthèse de l’ET-1, 
les chymases possèdent de nombreux autres substrats dont une liste est présentée dans le 
tableau 2. En fait, la reconnaissance des substrats dépend de la séquence peptidique 
entourant le site catalytique de l’enzyme. Ainsi une étude portant sur la spécificité de 
clivage des β-chymases des rongeurs a permis de montrer que les préférences en acides 
aminés présentées par la chymase humaine étaient partagées avec la mMCP-4 (Andersson 
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et al., 2008a). Ces préférences proviennent des différents types de liaisons que les charges 
des acides aminés de l’enzyme peuvent faire avec les substrats potentiels. Ce sont ces 
liaisons qui sont à l’origine de la capacité de clivage que possède une enzyme contre un 
substrat par rapport à un autre ainsi que de la vitesse à laquelle l’activité enzymatique 
s’effectue. Une liste des substrats actuellement connus de la mMCP-4 est répertoriée au 
tableau 3. 
 
En résumé, et tel que répertorié ci-avant, plusieurs enzymes produisent de l’ET-1 à 
partir de la big-ET-1. Plusieurs de ces études ont été réalisées sur des aortes porcines ou des 
tissus pulmonaires et bronchiques in vitro. Les produits de la réaction enzymatique étudiée 
ont été analysés par HPLC alors que les effets contractiles de l’ET-1 produite ont été 
déterminés sur des organes isolés. L’utilisation, in vitro et in vivo, d’inhibiteurs spécifiques 
et sélectifs pour certaines enzymes en particulier a finalement mené à la description de deux 
voies impliquées dans la maturation de la big-ET-1 en ET-1, soit la voie classique via 
l’ECE et la voie alternative incluant l’action de la chymase et de la NEP.  
 
L’état des connaissances à ce jour permet donc d’illustrer ci-dessous (figure 5) les 











Tableau 2 : Substrats connus de la chymase et leurs références [tableau copié intégralement 












(Tchougounova et al., 2005) 
platelet-derived growth factor  BB 
(PDGF-BB) 
 
basic fibroblast growth factor (FGF-2) 
(Waern et al., 2009) 
Fibronectine 
(Tchougounova et al., 2001; Tchougounova et 
al., 2003; Waern et al., 2009) 
Thrombine 
Plasmine 
(Andersson et al., 2008a) 
Élastine 
 










(Sun et al., 2009) 
TNF-α (Piliponsky et al., 2012) 
Ang I / Ang II 
(Caughey et al., 2000; Lundequist et al., 
2004) 










Figure 5 : Schématisation des voies de synthèse de l’endothéline-1 [modifiée d’après 




2.3. Voies de signalisation 
L’ET-1 produit ses effets via deux sous-types de récepteurs couplés aux protéines G 
(GPCR), les récepteurs ETA et ETB (Attina et al., 2005; Murray et al., 2008). 
2.3.1. Récepteur ETA 
Le récepteur ETA est exprimé sur les cellules des muscles lisses vasculaires (CMLV) 
(Hosoda et al., 1991; Fan et al., 2000; Giannessi et al., 2001). La liaison des récepteurs 
ETA avec l’ET-1 induit l’activation des protéines Gq et Gs. Ce faisant, plusieurs voies de 
signalisation peuvent être activées. Cependant, la voie qui demeure la mieux comprise dans 
le cas de l’ET-1 est liée à l’activation de la protéine Gq/11. Cette activation permet de 
stimuler la phospholipase C (PLC) à produire l’inositol-1,4,5-triphosphate (InsP3) et le 
diacylglycérol (DAG) par l’hydrolysation du phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2).  
L’InsP3 se lie et active son récepteur-canal qui se situe sur le réticulum endoplasmique et 
provoque une libération de calcium dans le cytosol (Simonson et Dunn, 1990; Giannessi et 
al., 2001; Becker et al., 2009). Cette hausse de la concentration cytosolique de cet ion 
active la calmoduline (CaM) en y induisant un changement de conformation. Ceci permet 
l’exposition d’un site d’interaction avec la kinase des chaînes légères de la myosine 
(myosine light chain kinase ; MLCK) qui phosphoryle ensuite la myosine et provoque une 
contraction du muscle lisse (Becker et al., 2009). L’interaction entre le récepteur ETA et 
l’ET-1 induit une vasoconstriction et une prolifération cellulaire (Giannessi et al., 2001; 
Attina et al., 2005) ainsi que des effets chronotropiques, inotropiques et ionotropiques 
positifs (MacCarthy et al., 2000; Murray et al., 2008).  
 
2.3.2. Récepteur ETB 
Le récepteur ETB est exprimé sur les cellules endothéliales ainsi que co-localisé avec 
ETA, sur les CMLV (Hosoda et al., 1991; Fan et al., 2000; Giannessi et al., 2001). La 
liaison de l’ET-1 avec le sous-type de récepteur ETB permet l’activation des protéines Gq et 
Gi. Ainsi, tout comme le récepteur ETA, l’activation de ETB des cellules musculaires est 
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associée avec l’activation de la cascade de signalisation de la PLC et l’augmentation des 
concentrations de Ca
2+
 intracellulaire permettant une contraction du muscle lisse (Simonson 
et Dunn, 1990; Giannessi et al., 2001; Becker et al., 2009). L’activation de ETB au niveau 
des cellules endothéliales est responsable de l’induction d’une vasodilatation due à la 
libération d’oxyde nitrique (NO) et de prostacycline (PGI2) (Giannessi et al., 2001; Attina 
et al., 2005; Murray et al., 2008) ainsi que de la clairance systémique de l’ET-1 aux 
niveaux rénal et pulmonaire (Murray et al., 2008). 
 
La figure 6 montre une schématisation des voies de signalisation associées à 

















Figure 6 : Représentation des voies de signalisation induites par l'activation des récepteurs 
ETA et ETB. 
(Cette image a été modifiée d’après une image de QIAGEN. La figure originale se trouve à 





2.4. Rôles physiologiques 
En concentrations dites « physiologiques », l’endothéline-1 est impliquée dans le 
maintien du tonus vasculaire, ceci en équilibre avec d’autres peptides vasoconstricteurs et 
vasodilatateurs (Masaki, 2000). Étant donné les nombreuses localisations tissulaires des 
récepteurs de l’ET-1, plusieurs autres rôles physiologiques y sont attribués. En plus du 
système cardiovasculaire, les récepteurs de l’ET-1 sont également présents dans les reins, 
les poumons, le tractus gastro-intestinal, le foie et plusieurs autres organes (Rubanyi et 
Polokoff, 1994). L’activation au niveau rénal provoque une perte nette d’eau et de sel par 
l’inhibition de la réabsorption dans la médulla rénale (Rabelink et al., 1996; Murray et al., 
2008) en plus de stimuler la libération de rénine et donc permettre une augmentation locale 
d’Ang II. Dans les poumons, l’ET-1 agit en tant qu’agent broncho-constricteur et stimule la 
sécrétion de mucus via l’élévation de la concentration cytosolique en ion Ca2+ (Rubanyi et 
Polokoff, 1994). Dans le foie, l’ET-1 provoque la vasoconstriction des veines portes 
hépatiques, la glycogénolyse et l’altération de la consommation d’oxygène hépatique 
(Gandhi et al., 1990; Serradeil-Le Gal et al., 1991; Rubanyi et Polokoff, 1994). Il se trouve 
aussi que l’endothéline-1 à un rôle à jouer dans le remodelage tissulaire de différentes 
façons, soit l’augmentation de la croissance cellulaire, l’augmentation du dépôt de matrice 
extracellulaire, l’induction de la migration cellulaire et la promotion de l’inflammation 
(Tirapelli et al., 2009). De plus, l’ET-1 stimule la dégranulation des mastocytes (Boros et 
al., 2002; Murray et al., 2004; Walsh et al., 2009) par l’augmentation des concentrations 
intracellulaires de calcium, qui est un prérequis pour cette relâche granulaire (Mori et al., 
2000; Kawanabe et Nauli, 2005; Walsh et al., 2009).  
 
2.5. Rôles pathologiques 
Il est possible de doser des niveaux plasmatiques et tissulaires d’ET-1 élevés dans 
certaines pathologies cardiaques, vasculaires, pulmonaires et rénales (Barton et al., 1998; 
Benigni et Remuzzi, 1999; Goldie, 1999; D'Orleans-Juste et al., 2002; Attina et al., 2005). 
Selon les différentes pathologies, ces niveaux élevés peuvent être attribués à une 
augmentation de la production, à une réduction de la clairance ou à une altération du 
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métabolisme de ce peptide (Mohacsi et al., 2004). Il a été montré, chez des patients atteints 
d’insuffisance cardiaque chronique, que le système endothélinergique était activé (Wei et 
al., 1994; Kiowski et al., 1995). Les concentrations plasmatiques d’ET-1 et de son 
précurseur corrèlent avec la sévérité des signes cliniques et des mesures hémodynamiques 
chez ces patients (Pacher et al., 1996; Parker et Thiessen, 2004). De plus, certaines 
évidences observées suite au blocage du récepteur ETA ont permis de conclure que les 
effets inotropiques associés à l’ET-1 semblent néfastes en cas d’insuffisance cardiaque 
(MacCarthy et al., 2000; Attina et al., 2005). Des niveaux augmentés d’ET-1 ont aussi été 
détectés chez des patients ayant des facteurs de risques cardiovasculaires tels 
l’hypercholestérolémie, l’hypertension et le diabète souvent associés aux premières étapes 
du développement de l’athérosclérose (Attina et al., 2005). De plus, il est possible de 
trouver des niveaux élevés d’ET-1 et d’ECE dans les cellules endothéliales, les CMLV et 
les macrophages dans les différentes étapes de l’évolution des plaques athéromateuses 
(Ihling et al., 2001). Une présence marquée des récepteurs de l’endothéline-1 est également 
observée dans les cellules musculaires et les cellules spumeuses au niveau des plaques 
d’athéromes (Lerman et al., 1991; Kowala et al., 1995; Attina et al., 2005). Une autre 
pathologie dont l’implication du système endothélinergique a été prouvée est 
l’hypertension pulmonaire primaire (HPP). Cette pathologie est caractérisée par une 
élévation soutenue de la pression artérielle pulmonaire menant à un mauvais pronostic 
(Attina et al., 2005). Cependant, au cours des dernières années deux nouvelles molécules, 
l’OPSUMIT et le TRACLEER, ont été approuvées par les autorités américaines et 
européennes dans le traitement de l’HPP (Grogan, 2013). Un peu de la même façon, le 
système des endothélines a aussi été décrit dans l’hypertension artérielle, l’infarctus du 
myocarde, l’insuffisance rénale, les spasmes cérébro-vasculaires et le cancer (McMahon et 
al., 1991; Gray et Webb, 1996; Miyauchi et Masaki, 1999; D'Orleans-Juste et al., 2008; 
Rosano et al., 2013). 
Les rôles attribués à l’ET-1 dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires ont mené la 
communauté scientifique à s’intéresser à cette cible en guise de traitement. À ce jour, peu 
de résultats positifs ont été obtenus dans cette voie. L’inhibition de l’ECE ou des récepteurs 
de l’endothéline-1 n’ont pas permis de renverser les conditions pathologiques associées à 
ce peptide, sauf dans le cas de l’HPP (Kirkby et al., 2008). Les bénéfices cardiovasculaires 
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observés avec l’utilisation des antagonistes approuvés dans l’HPP pour le traitement de 
l’insuffisance cardiaque se sont révélés de courte durée. L’utilisation d’un antagoniste 
sélectif pour le récepteur ETA peut réduire la pression artérielle chez les patients 
hypertendus et ceux atteints de maladies rénales chroniques (Goddard et al., 2004). 
Cependant les résultats demeurent encore décevants. La faiblesse des bénéfices obtenus 
peut être expliquée par la redondance dans les voies de génération de l’ET-1 ainsi que par 
la redondance de ses récepteurs (Kirkby et al., 2008). Mis à part le bosentan, l’ambrisentan 
et le macitentan aucun autre antagoniste des récepteurs de l’ET-1 n’a été approuvé dans le 
traitement de maladies cardiovasculaires. 
  
2.6. Inhibiteurs et antagonistes 
Afin de mieux comprendre le fonctionnement et les implications que peuvent avoir 
l’ET-1 sur ses récepteurs et les différentes enzymes impliquées dans sa biosynthèse, des 
antagonistes et des inhibiteurs ont été générés. De même, étant donné l’importance du 
système endothélinergique dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires, la 
communauté scientifique s’est penchée sur ce système en guise de cible pharmacologique 
(Russell et Davenport, 1999). Certains antagonistes des récepteurs ETA et/ou ETB ont 
atteint les phases cliniques du processus de développement des médicaments. Toutefois, la 
plupart des molécules étudiées n’ont malheureusement pas démontré de bénéfices durables 
ou suffisants lors des différentes études cliniques, excepté dans le cas de l’HPP tel que 
mentionné dans la section précédente. Certaines études ont même dû être arrêtées étant 
donné les effets toxiques et les effets secondaires graves associés à l’utilisation de ces 
antagonistes (Kirkby et al., 2008). Très peu d’inhibiteurs des enzymes impliquées dans la 
biosynthèse de l’endothéline-1 ont fait l’objet d’études cliniques quoique certains d’entre 
eux aient démontré une efficacité préclinique intéressante. La première raison expliquant le 
peu d’études cliniques est d’abord parce que certains groupements des différentes 
molécules en font de mauvaises candidates pour le développement de médicaments actifs 
par voie orale. Ensuite parce que l’étape finale du processus post-traductionnel de l’ET-1 
demeure inconnue. Aussi des études portant sur la répression génétique de l’ET-1, de 
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l’ECE-1 ou du récepteur ETA ont permis de montrer que ces composants du système 
endothélinergique étaient essentiels pour le développement embryonnaire, mais ont 
également permis de démontrer l’existence d’autres voies dans la maturation du peptide 
actif. D’un autre côté, les enzymes impliquées dans la biosynthèse de l’endothéline-1 ont 
d’autres substrats naturels. L’interrelation entre les différents systèmes permet l’équilibre 
de l’être vivant. Ainsi l’inhibition d’un seul joueur parmi ces différents systèmes pourrait 
s’avérer perturbateur de cet équilibre. Ce faisant, cet état de fait complique la recherche 
étant donné les effets indésirables pouvant être causés par l’utilisation d’agents inhibiteurs 
de l’ECE ou de la NEP (Jeng et al., 2002; Trstenjak et Kikelj, 2011). Donc la majorité des 
antagonistes et des inhibiteurs du système des endothélines n’ont pas été démontrés comme 
de bons outils thérapeutiques mais ont plutôt servi d’outils de recherche. Quelques 
exemples d’antagonistes sélectifs et mixtes pour les récepteurs ETA et ETB sont présentés 
dans le tableau 4 avec les concentrations inhibitrices médianes (IC50) respectives 
rapportées. De même, étant donné l’importance que prennent les enzymes dans la 
production d’ET-1 biologiquement active, certains inhibiteurs sont présentés dans le 
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Tableau 5 : Caractéristiques de quelques inhibiteurs des enzymes impliquées dans la 
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La première description d’une molécule ayant les effets de l’angiotensine remonte en 
1898, alors que Tigersted et son étudiant Bergman décrivirent les effets hypertenseurs 
provoqués par des extraits issus de cortex rénaux d’un lapin. Ils nommèrent cette substance 
rénine et la décrivirent comme un agent presseur puissant même avec de faibles quantités. 
Selon les caractéristiques que cette substance présentait, soit son hydrosolubilité, 
l’impossibilité à la dialyser et sa thermolabilité, ils suggérèrent que la rénine était une 
protéine. Il faut toutefois attendre en 1934 avec les travaux de Goldblatt pour enfin voir 
l’importance de la rénine décrite par Tigersted (Marks et Maxwell, 1979). C’est donc à la 
fin des années 1930 que l’angiotensine a été officiellement découverte à partir des travaux 
sur la substance nommée initialement rénine, à cause de son origine rénale. En fait, deux 
équipes ont décrit que la substance provoquant des effets presseurs était générée à partir 
d’un substrat présent dans la circulation sanguine via l’action d’une enzyme n’ayant aucun 
effet presseur. Ces deux équipes nommèrent la nouvelle molécule angiotonine et 
hypertensine qui fut renommée angiotensine (Ang) et mena à la découverte du système 
rénine-angiontensine (SRA) (Skeggs, 1993). Ce système a été largement étudié depuis son 
identification et a été associé à de nombreuses fonctions physiologiques ainsi que dans 
plusieurs maladies cardiovasculaires qui seront discutées plus tard dans une section dédiée. 
 
3.2. Biosynthèse 
Depuis la première description de l’Ang par Tigersted à la fin des années 1890, la 
compréhension du SRA demeure encore incomplète. La complexité des voies de synthèse 
et de signalisation sous-jacentes rend les études portant sur le sujet encore difficile 
aujourd’hui malgré toutes les avancées technologiques de la science actuelle. La figure 7 
présente le SRA tel que connu maintenant. Une brève description des voies de synthèse 







Figure 7 : Voies de synthèse du SRA tissulaire et plasmatique (Kramkowski et al., 2006). 
Abréviations de la figure : Ang, angiotensine ; ACE, angiotensin-converting enzyme ; 
ACE2, angiotensin-converting enzyme-related carboxypeptidase ; NEP, néprylisine ; E, 
endopeptidase ; MP, métalloprotéase ; CPP, carboxypeptidase P ; CPN, 
carboxipeptidase N ; APA, aminopeptidase A ; APN, aminopeptidase N ; CHYM, 




3.2.1. Voie classique (ACE-dépendante) 
La synthèse de l’angiotensine origine d’un précurseur peptidique de 452 acides aminés 
sécrété dans la circulation sanguine à partir du foie, son site de synthèse. Il s’agit de 
l’angiotensinogène. Ce précurseur est clivé par l’action d’une hydrolase de type 
aspartate-endopeptidase, la rénine (ou angiotensinase ; E.C. 3.4.23.15). La présence et 
l’activité de la rénine est l’étape limitante de la production d’angiotensine II (Ang II). Cette 
enzyme est produite, sous forme d’une pro-rénine, et emmagasinée dans les cellules 
juxtaglomérulaires. L’activité catalytique de la rénine, activée par des endopeptidases au 
sein même de l’appareil juxtaglomérulaire, est de cliver le lien peptidique entre les acides 
aminés leucine-10 et valine-11 de l’angiotensinogène afin de générer l’angiotensine I 
(Ang I), un décapeptide possédant peu d’activité biologique. Ce dernier est rapidement pris 
en charge par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA ; E.C. 3.4.15.1) afin de 
produire de l’Ang II, un octapeptide biologiquement actif, par le clivage du lien peptidique 
entre les acides aminés phénylalanine-8 et histidine-9.  
 
Plusieurs enzymes ont été décrites dans le processus du métabolisme de l’Ang II. 
L’activité des aminopeptidases A et N permet la production d’Ang III et d’Ang IV. La 
présence de dipeptidylaminopeptidase III permet également la production directe d’Ang IV 
à partir de l’Ang II. Tout comme l’Ang I, l’Ang II peut aussi se faire dégrader en Ang (1-7) 
par l’action de la prolylendopeptidase. La NEP est également une des enzymes connues 
dans le métabolisme de l’Ang. Celle-ci a la capacité de dégrader l’Ang II en Ang (1-4), 
mais est également une facilitatrice dans la conversion de l’Ang I en Ang (1-7) (Ardaillou, 
1997; Ardaillou et Chansel, 1997). Ces différentes voies métaboliques peuvent avoir lieu au 
niveau tissulaire ou plasmatique ou encore suite à l’internalisation du récepteur AT-1 après 
la liaison avec l’Ang II. L’Ang I peut également être clivée par l’ECA-2 afin de produire de 
l’Ang (1-9) et ultimement l’Ang (1-7), un autre métabolite, qui tout comme l’Ang IV, 
augmente la synthèse et la sécrétion de prostaglandines relaxantes et potentialise l’action de 




L’ECA est d’abord connue pour son rôle dans la maturation de l’Ang I en Ang II, mais 
aussi pour la dégradation de la BK. Elle est importante dans les mécanismes 
homéostatiques responsables du maintien de la pression artérielle normale et de la balance 
électrolytique (Coates, 2003). Toutefois l’ECA peut aussi cliver, in vitro, de nombreux 
autres peptides (Corvol et al., 1995). En fait la spécificité de l’ECA est de cliver les 
dipeptides C-terminaux de substrats oligonucléotidiques lorsque cette extrémité est libre et 
dont l’avant-dernier résidu est exempt de proline. Cependant les rôles physiologiques 
associés au clivage des différents substrats par l’ECA en dehors de l’Ang I et de la BK ne 
sont pas encore connus (Corvol et al., 1995).  
L’ECA est une enzyme transmembranaire ancrée à la membrane plasmique par un 
domaine localisé près de l’extrémité C-terminale. La majeure partie de l’enzyme se trouve 
exposée à la surface extracellulaire (Corvol et al., 1995). Chez les mammifères, il existe 
deux isoformes de l’ECA-1. L’une d’elles est exprimée dans les cellules endothéliales, 
épithéliales et neuronales et est appelée ECA somatique (sECA). L’autre se retrouve 
uniquement dans les cellules germinales des testicules (gECA). La différence entre ces 
deux formes d’ECA-1 se trouve dans la présence d’un seul site actif pour la gECA, qui 
correspond au C-terminal de la sECA, alors que la sECA en présente deux, qui 
correspondent aux C- et N-terminaux (Langford et al., 1991).  
L’unité fonctionnelle de chaque domaine de cette enzyme présente un motif 
His-Glu-X-X-His caractéristique des métallopeptidases dépendantes du zinc (Corvol et al., 
1995; Coates, 2003). L’ion Zn2+ est directement impliqué dans l’étape catalytique de 
l’enzyme via la polarisation ou l’ionisation du lien zinc-eau, ce qui permet l’initiation de 
l’attaque nucléophilique du lien carbonyl scissile du substrat par l’enzyme (Corvol et al., 
1995). En plus de la nécessité du zinc, l’activité de la sECA est, pour certains substrats, 
facilitée par la présence de l’ion chlore (Corvol et al., 1995; Coates, 2003). Cet ion est 
parfois essentiel pour l’activité catalytique de l’ECA, par exemple pour le clivage de l’Ang. 




Une version soluble et circulante de l’ECA peut aussi être produite par un clivage 
protéolytique spécifique juste avant l’ancrage transmembranaire de l’extrémité C-terminale 
(Turner et Hooper, 2002). L’ARN messager de l’ECA somatique peut être détecté dans 
tous les tissus. Toutefois, il est possible de quantifier de fortes expressions de cette enzyme 
dans les cellules endothéliales de certains vaisseaux sanguins, dans les poumons, dans le 
thymus, dans le cerveau, dans les muscles squelettiques, dans la prostate, dans les reins et 
dans les cellules épithéliales du petit intestin et de l’épididyme (Coates, 2003). Quant à 
l’isoforme gECA, elle est retrouvée uniquement dans les cellules germinales des mâles 
(Coates, 2003).  
L’activité catalytique de l’ECA se trouve être un retrait d’un dipeptide de la portion 
C-terminale dans la maturation de l’Ang I ou dans la dégradation de la BK. Une 
suppression complète du gène de l’ECA provoque une infertilité chez les mâles, une 
hypotension spontanée ainsi que des malformations rénales (Krege et al., 1995; Coates, 
2003). Le domaine C-terminal de la sECA hydrolyse préférentiellement l’Ang I et la BK 
(Corvol et al., 1995) alors que le domaine N-terminal à plus d’affinité pour d’autres 
peptides bioactifs (Coates et al., 2000). 
 
3.2.1.2. ECA-2 
Plus récemment, un nouvel homologue de l’ECA a été décrit (Donoghue et al., 2000; 
Turner et Hooper, 2002). Les principales sources de l’ECA-2 se trouvent être le cœur, les 
reins et les testicules. Tout comme l’ECA-1, ce nouvel homologue est également une 
enzyme ancrée à la membrane cellulaire par une région hydrophobe située près de la 
portion carboxy-terminale. L’ECA-2 contient un seul site actif qui présente environ 40% 
d’identité de séquence avec les domaines C- et N-terminaux de la sECA. Il s’agit également 
d’une enzyme zinc-dépendante avec la conservation de la séquence consensus 
His-Glu-X-X-His caractéristique de ce type d’enzyme. La spécificité de substrat pour 
l’ECA-2 est différente de celle pour l’ECA-1. En effet, bien que l’ECA-2 puisse cliver 
l’Ang I ainsi que la [des-Arg9]-BK, la neurotensine ou la kinetensine, cette enzyme 
n’hydrolyse pas la BK ou d’autres peptides comme les enképhalines. Cette différence de 
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substrat par rapport à l’ECA-1 s’explique par le fait que l’ECA-2 a une fonction de type 
CPA avec une nette préférence pour un résidu hydrophobe en C-terminal. Il est toutefois 
important de noter que bien que l’activité de l’ECA-2 s’apparente à celle de l’ECA-1 ou de 
la CPA, celle-ci n’est pas affectée par la présence d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion 
de l’angiotensine ou de la carboxypeptidase A (Turner et Hooper, 2002).   
 
Plusieurs études ont montré que bien que l’utilisation d’un traitement aigu avec un 
inhibiteur de l’ECA provoque une diminution des taux d’Ang II plasmatiques. Ceux-ci 
remontent tout près d’un niveau normal en condition de traitement chronique, suggérant 
une (ou des) voie(s) alternative(s) de production d’Ang II. 
 
3.2.2. Autres voies de synthèse 
Des études in vitro ont démontré que l’Ang II pouvait être produite directement à partir 
de l’angiotensinogène par l’action de la tissue-type plasminogen activator (t-PA), de la 
cathepsine G, de la tonine, de la trypsine et de la chymotrypsine (Belova, 2000; Hu et al., 
2003; Kramkowski et al., 2006). D’autres enzymes sont aussi reconnues pour leur capacité 
à générer de l’Ang II à partir de l’Ang I comme la chymostatin-sensitive angiotensin II-
generating enzyme (CAGE), la cathepsine G, la tonine, la kallikréine tissulaire, la NEP ou 
la chymase (Belova, 2000; Hu et al., 2003; Kramkowski et al., 2006). Toutefois, 
l’importance de ces voies de synthèse de l’Ang II in vivo demeure encore incertaine en 
dehors de celle de la chymase. 
 
3.2.3. Voie chymase-dépendante 
C’est en 1990 que Urata et ses collaborateurs ont décrit la présence d’une sérine 
protéase au niveau cardiaque dont l’inhibition réduit de 75% la production d’Ang II (Urata 
et al., 1990). Depuis, le rôle de cette enzyme, soit la chymase, dans la production d’Ang II 
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a été beaucoup étudié et décrit. Il se trouve que l’ECA et la chymase sont localisées dans 
les mêmes organes. L’une ou l’autre voie de synthèse devient plus active lorsque l’une 
d’elles est bloquée par des inhibiteurs (Belova, 2000). Une étude, effectuée sur des souris 
transgéniques déficientes en mastocytes, a montré une réduction de la formation d’Ang II 
dans le système vasculaire en absence de chymase (Li et al., 2004). Les effets 
vasoconstricteurs associés à la production d’Ang II sont réduits de 50% chez les animaux 
ne présentant pas de mastocytes en comparaison avec les souris sauvages, suggérant un rôle 
important dans la régulation de la pression artérielle par la chymase, en tant que voie 
alternative de production d’Ang II (Li et al., 2004). 
 
3.3. Voies de signalisation 
3.3.1. Récepteur AT-1 
La plupart des effets physiologiques provoqués par l’Ang II, comme la régulation de la 
pression artérielle, de la balance électrolytique, de la sécrétion d’hormones ou de la 
fonction rénale, sont produits par l’activation du récepteur AT-1 (de Gasparo et al., 2000). 
Tout comme les récepteurs de l’endothéline-1, AT-1 est un récepteur à sept domaines 
transmembranaire couplé aux protéines Gq et Gi. L’activation de ce récepteur mène, entre 
autre, à une vasoconstriction, à une croissance et une prolifération cellulaire, à une synthèse 
de matrice extracellulaire, à une stéroïdogénèse et une sécrétion d’aldostérone, à une 
activation neuronale et un transport d’ions (de Gasparo et al., 2000). 
L’activité biologique de l’Ang II dépend de l’aromaticité du résidu en position 
C-terminale, c’est-à-dire la phénylalanine-8. De plus, les chaînes latérales aromatiques de la 
tyrosine-4 et de l’histidine-6, le groupement guanidine de l’arginine-2 ainsi que le 
groupement chargé en C-terminal sont essentiels pour l’activation du récepteur (Khosla et 
al., 1974; de Gasparo et al., 2000). La liaison avec le récepteur ainsi que la durée d’action 
de la réponse à l’Ang II sont associées avec les résidus retrouvés en N-terminal sans 
toutefois être requis pour l’activité biologique de l’agoniste.  
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L’Ang II se lie, via l’interaction des résidus en N-terminal, avec la première et la 
troisième boucle extracellulaire du récepteur AT-1 (Hjorth et al., 1994; de Gasparo et al., 
2000). Plusieurs autres résidus appartenant aux hélices transmembranaires participent 
également à la liaison du ligand au récepteur. Les points d’ancrage majeurs des parties 
C- et N-terminales de l’Ang II se trouvent aux acides aminés asparagine-281 et lysine-199 
situés aux extrémités extracellulaires des hélices 5 et 7 du récepteur. La pochette de liaison 
intra-membranaire se situe entre ces points d’ancrage. Cette région contient des sites 
d’ancrage pour les portions aromatiques et non polaires de l’Ang II ainsi que pour le 
groupement phényle de l’extrémité carboxy-terminale permettant l’induction du 
changement de conformation menant à l’activation du récepteur (de Gasparo et al., 2000). 
Le mouvement des domaines transmembranaires trois, six et sept induit un changement de 
conformation des boucles cytoplasmiques permettant l’interaction entre les protéines G et 
le récepteur activé (Gether et Kobilka, 1998; de Gasparo et al., 2000). Cependant, 
l’interaction spécifique entre les régions cytoplasmiques du récepteur avec les sous-unités 
des protéines G n’est pas encore connue. 
La cascade de signalisation commence lorsque l’Ang se lie à ce récepteur, ce qui 
permet le recrutement des protéines tyrosine-kinases essentielles à l’activation de la 
signalisation sous-jacente étant donné que le récepteur AT-1 ne possède pas d’activité 
tyrosine-kinase intrinsèque (Touyz et Schiffrin, 2000; Saito et Berk, 2002).  
L’activation du récepteur AT-1 mène à un couplage avec la protéine Gq/11 permettant 
alors l’activation de la PLC. Cette activation provoque l’hydrolyse polyphosphoinositide 
ainsi que la stimulation de la signalisation associée à l’InsP3 et au calcium et à l’activation 
de la protéine kinase C. Le récepteur AT-1 est aussi connu pour être couplé avec la protéine 
G12/13 qui apparaît dans l’induction de l’activation du canal calcique de type L en réponse à 
l’Ang II (Macrez-Lepretre et al., 1997; de Gasparo et al., 2000). Chez certaines espèces, ce 
récepteur est aussi couplé à Gi/o, soit une protéine G inhibitrice de l’adénylyl cyclase. De 
plus, l’activation d’AT-1 par l’angiotensine permet des réponses intracellulaires associées 
avec l’activation de facteurs de croissance incluant la phosphorylation de tyrosine kinases 
et de nombreuses autres protéines et enzymes effectrices comme la voie des mitogen-
activated protein kinases (MAPK) (Bernstein et Marrero, 1996; de Gasparo et al., 2000). 
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Tout un mécanisme de trans-activation de la signalisation des facteurs de croissance peut 
également se produire par le récepteur AT-1, contribuant ainsi à l’activation de la voie des 
MAP kinases. Ce mécanisme passe par la phosphorylation dépendante du calcium du 
récepteur de l’epidermal growth factor (EGF) ainsi que par le recrutement de plusieurs 
protéines adaptatrices et l’activation de petites protéines G telle que Ras (Eguchi et al., 
1998; de Gasparo et al., 2000).  
 
Un résumé schématique de certaines cascades de signalisation induites par l’activation 
du récepteur AT-1 par l’Ang II est présenté à la figure 8. Suite à sa liaison avec son ligand, 
le récepteur AT-1 est internalisé et dégradé, mettant fin à la réponse découlant de son 
activation (Hein et al., 1997; Sasamura et al., 1997). 
 
3.3.2. Récepteur AT-2 
Bien qu’une seconde isoforme pour le récepteur à l’angiotensine soit déjà connu, soit le 
récepteur AT-2, les rôles physiologiques de celui-ci demeurent encore à clarifier.  
Le deuxième récepteur est distinct de AT-1 par son expression spécifique dans certains 
tissus, ses mécanismes de signalisation ainsi que par sa masse moléculaire. En effet, bien 
qu’AT-2 fasse également partie de la famille des GPCR, ce dernier ne présente que 24 à 
32% d’homologie de séquence en acides aminés avec le récepteur AT-1 selon l’espèce à 
l’étude (de Gasparo et al., 2000). L’homologie se situe principalement dans les domaines 
transmembranaires hydrophobiques ainsi qu’au niveau des résidus essentiels à la liaison de 
l’Ang II avec le récepteur décrit dans la section précédente.  
L’expression du récepteur AT-2 est dépendante de facteurs de croissance mais aussi de 
l’état de croissance cellulaire. L’importance de ce récepteur s’observe particulièrement au 
moment de l’embryogenèse et du développement bien que des souris dont le gène du 
récepteur AT-2 a été réprimé ne présentent pas d’anomalies phénotypiques ou de 












Les effets produits par l’activation de ce second récepteur sont opposés à ceux attribués 
à AT-1. En effet, l’activation d’AT-2 provoque une vasodilatation associée à une 
stimulation de l’activité de la bradykinine et à une production d’oxyde nitrique (Ichiki et 
al., 1995; Siragy et Carey, 1997; Gohlke et al., 1998; Tsutsumi et al., 1999), une inhibition 
de la croissance cellulaire et tissulaire (Nakajima et al., 1995; Tsuzuki et al., 1996), un effet 
chronotropique négatif (Masaki et al., 1998) et une influence sur le comportement (Hein et 
al., 1995; Ichiki et al., 1995). En plus de l’augmentation de la production de BK et de NO, 
l’activation d’AT-2 favorise la libération de protaglandine E2 (PGE2) et de prostacycline 
(PGI2) (Siragy et al., 1999) par la stimulation de la phospholipase A2 (PLA2) (Lokuta et al., 
1994; Nouet et Nahmias, 2000). Le récepteur AT-2 inhibe certaines actions du couplage de 
l’Ang II avec AT-1. En effet, une stimulation d’AT-2 inhibe l’activation de la PLC par le 
couplage d’AT-1 avec la protéine Gq de même que la voie des MAPK (Nakajima et al., 
1995) par l’activation de phosphatases ou de déphosphorylases (D'Amours, 2007). Ce type 
de récepteur n’est pas trouvé physiologiquement chez l’adulte (Jones et al., 2008). Il est 
toutefois induit au niveau des cellules endothéliales et rénales chez des patients atteints 
d’hypertension artérielle ayant été traités avec des antagonistes des récepteurs de 
l’angiotensine (ARB) (Wharton et al., 1998; de Gasparo et al., 2000; Regoli et al., 2012).  
 
Contrairement à AT-1, la liaison d’un agoniste comme l’Ang II avec le récepteur AT-2 
ne provoque pas l’internalisation du récepteur (Dudley et al., 1991; Hein et al., 1997; 
Csikos et al., 1998). 
 
3.3.3. Récepteur AT-4 
Bien qu’initialement décrit comme un récepteur, il s’agit d’une insulin-regulated 
aminopeptidase (IRAP). Cette protéine est abondamment retrouvée dans les vésicules 
spécialisées contenant des transporteurs de glucose GLUT4 sensible à l’insuline (Chai et 
al., 2004). Cette enzyme est un membre de la famille des métallopeptidases dépendantes du 
zinc ayant la capacité d’hydrolyser la vasopressine, la lys-BK, l’Ang III, la 
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met-enképhaline, la dynorphine A 1-8, la neurokinine, la neuromedin B, la somatostatine et 
la cholecystokinine 8 (Lew et al., 2003; Chai et al., 2004). L’Ang IV, en se liant au niveau 
du site actif de son « récepteur », devient un inhibiteur compétitif de haute affinité de cette 
enzyme (Lew et al., 2003; Axen et al., 2006). Des études de substitution des résidus de 
l’Ang IV ont révélé que la position N-terminale de celle-ci est très importante dans la 
liaison avec ce « récepteur » (de Gasparo et al., 2000). Au final, une molécule doit être 
composée, au minimum, comme suit pour être un agoniste du « récepteur » AT-4 : 
Val-Tyr-Ile-R1-R2- Phe.  
Le récepteur AT-4 a été localisé au niveau des structures du cerveau associées aux 
processus cognitifs et sensoriels ainsi qu’à des fonctions motrices. Selon l’espèce étudiée, 
le récepteur AT-4 a été également trouvé dans certaines structures rénales et cardiaques et 
au niveau du côlon, de la rate, de la vessie et de la prostate (de Gasparo et al., 2000).  
Ce « récepteur » est connu dans la régulation du flot sanguin, dans l’hypertrophie 
cardiaque, dans la réabsorption rénale tubulaire par une diminution du transport sodique 
(Handa et al., 1998) de même que dans la mémoire et l’apprentissage (de Gasparo et al., 
2000; Chai et al., 2004). Ces rôles viennent du fait que lorsque l’Ang IV se lie à cette 
enzyme, cette dernière ne peut plus cliver ses substrats et le prolongement de la durée de 
vie de ceux-ci provoquent les effets associés au récepteur AT-4. 
 
3.3.4. Récepteur MAS 
Ce récepteur est exprimé de façon prédominante au niveau du cerveau et des testicules. 
Toutefois, il peut aussi être détecté dans les reins, le cœur et les vaisseaux sanguins 
(Metzger et al., 1995; Bader, 2013).  
Son ligand est l’Ang (1-7). Tout comme pour les récepteurs AT-1 et AT-2 abordés 
précédemment, MAS est un GPCR, plus particulièrement couplé à Gq (Zhang et al., 2012). 
Plusieurs voies de signalisation sont impliquées en réponse à la liaison de l’Ang (1-7) avec 
MAS. Ces voies incluent la phosphorylation d’Akt et d’extracellular signal-regulated 
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kinases (ERK) intracellulaires, l’activation du métabolisme et de la relâche de l’acide 
arachidonique ainsi que l’activation des oxyde nitrique synthases (NOS) (Santos et al., 
2003; Sampaio et al., 2007; Bader, 2013). Jusqu’à présent, il n’y a pas d’autres voies de 
signalisation ou d’autres ligands naturels décrits pour ce récepteur.  
Plusieurs études se sont penchées sur les rôles physiologiques que cette nouvelle voie, 
ACE-2/Ang (1-7)/MAS, pouvait avoir. Tout comme le récepteur AT-2, la plupart des effets 
induits par le récepteur MAS s’opposent à ceux d’AT-1. Outre les rôles cardio-rénaux, il 
faut mentionner une induction de la lipolyse (Oh et al., 2012; Passos-Silva et al., 2013), des 
propriétés antiproliférative, anti-angiogénique et anti-fibrotique (Machado et al., 2001; 
Wang et al., 2012; Passos-Silva et al., 2013) et une participation à la protection cérébrale 
en cas d’ischémie ainsi que dans les fonctions de mémorisation et d’apprentissage étant 
donné les nombreuses localisations de ce récepteur dans plusieurs régions distinctes du 
cerveau (Hellner et al., 2005; Zhang et al., 2008; Mecca et al., 2011; Jiang et al., 2012; 
Lazaroni et al., 2012). 
 
3.4. Rôles physiologiques 
Le SRA est présent dans de nombreux tissus. Ce faisant, plusieurs rôles physiologiques 
ont été attribués à ce système selon la provenance tissulaire. L’un des premiers rôles 
attribués à l’Ang II se trouve être la contribution de ce peptide dans la balance 
électrolytique et dans le maintien du flot rénal. Il est également bien connu que l’Ang II 
participe au maintien du tonus vasculaire et de la fonction endothéliale soit par des actions 
directes sur le récepteur AT-1 menant à l’augmentation de Ca2+ intracellulaire (de Gasparo 
et al., 2000; Sayeski et Bernstein, 2001) ou indirectement par la stimulation de la relâche 
d’autres facteurs vasoconstricteurs comme l’ET-1 (Paul et al., 1995; Rossi et al., 1999b; 
Schiffrin, 2005). Toutefois l’activation des récepteurs par l’Ang II peut également 
provoquer des effets mitogéniques par la trans-activation des récepteurs de facteurs de 
croissance ou par l’induction de leur expression. Ainsi l’Ang II contribue au remodelage 
tissulaire par des effets prolifératifs sur les CMLV et les fibroblastes (Campbell-Boswell et 
Robertson, 1981; Geisterfer et al., 1988; Gibbons et al., 1992) de même que promeut 
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l’accumulation de matrice extracellulaire par la stimulation de la synthèse de protéines 
matricielles comme le collagène (Itoh et al., 1993). L’Ang II peut aussi stimuler 
l’expression du plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) ce qui permet d’inhiber la 
dégradation de la matrice extracellulaire par la plasmine (van Leeuwen et al., 1994; 
Vaughan et al., 1995). L’Ang II est aussi associée à des effets inotropiques positifs 
(Holubarsch et al., 1993), à l’hypertrophie des myocytes se produisant suite à l’activation 
de la voie des MAPK (Marrero et al., 1995; Schieffer et al., 1997; de Gasparo et al., 2000), 
à l’apoptose (Cigola et al., 1997), à l’angiogénèse (Walsh et al., 1997), à une facilitation de 
l’apprentissage et de la mémorisation (Belcheva et al., 2000) et au développement prénatal 
de plusieurs organes de par ses rôles de croissance et de différenciation (Paul et al., 2006). 
 
3.5. Rôles pathologiques 
Au vu des différentes cascades de signalisation pouvant être activées par la liaison des 
angiotensines avec les différents récepteurs connus, le SRA est impliqué dans une pléiade 
d’effets associés à de nombreuses pathologies cardiovasculaires, rénales ou métaboliques. 
L’Ang II, en particulier, affecte les différents types cellulaires que l’on retrouve au niveau 
vasculaire. Les changements phénotypiques et morphologiques de tous ces types de 
cellules, de même que la variation de l’expression de certains gènes mènent aux conditions 
pathologiques. Un peu de la même façon que pour l’endothéline-1, un débalancement dans 
le SRA peut être attribuable à une augmentation de la production d’Ang II, à une réduction 
de la clairance, à une augmentation du nombre de récepteurs ou à une expression des 
récepteurs différente que celle retrouvée chez un individu sain ou à une altération du 
métabolisme des différents acteurs de ce système. Ainsi, on retrouve une surexpression du 
récepteur AT-2 dans l’hypertrophie cardiaque, l’infarctus du myocarde, la cardiomyopathie 
et l’insuffisance cardiaque congestive (Matsubara, 1998; Unger, 1999; de Gasparo et al., 
2000; Michel, 2004). L’activation du SRA induit différentes voies de signalisation au 
niveau des CMLV, des cellules endothéliales et des fibroblastes cardiaques. Ces voies 
peuvent promouvoir le stress oxydatif, l’hypertrophie cellulaire, la dysfonction endothéliale 
et peuvent affecter l’interaction de ces cellules avec les composants du 
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microenvironnement dont la matrice extracellulaire (Mehta et Griendling, 2007). Ces 
cascades événementielles sont reconnues pour provoquer de l’athérosclérose, de la fibrose 
et de l’inflammation (Mehta et Griendling, 2007). Ultimement, le stress oxydatif, 
l’inflammation, l’activation plaquettaire, l’altération de la réactivité vasculaire, la 
croissance et la migration cellulaire de même que la fibrose mèneront à des évidences 
cliniques de pathologies telles que l’hypertension artérielle, l’athérosclérose (Rajagopalan 
et al., 1996; de Gasparo et al., 2000; Dol et al., 2001; O'Brien et al., 2002), la néphropathie 
diabétique (Kobori et al., 2013), l’insuffisance rénale chronique et aiguë (Singh et al., 
2008), des complications vasculaires découlant d’une condition diabétique (Marre et al., 
1997; Michel, 2004) et la progression tumorale (Mehta et Griendling, 2007).  
 
3.6. Inhibiteurs et antagonistes 
Il existe deux classes de médicaments utilisés dans le traitement de nombreuses 
pathologies qui ont été associées à un débalancement du SRA. Ces deux classes sont les 
antagonistes des récepteurs à l’angiotensine (angiotensin II receptor blockers ; ARB) et les 
inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IECA). Les ABR ont 
généralement plus d’affinité pour le récepteur AT-1 que pour AT-2. Ils sont surtout 
employés dans le traitement de l’hypertension, de la néphropathie diabétique et de 
l’insuffisance cardiaque congestive (Strippoli et al., 2004; Ribeiro et Gavras, 2006; Lim, 
2008; Zablocki et Sadoshima, 2010). Les IECA sont, quant à eux, utilisés en traitement de 
première ligne dans l’hypertension, l’insuffisance cardiaque congestive ainsi que dans 
certaines pathologies rénales (Ascencao et al., 2008; Lim, 2008; Matchar et al., 2008). Par 
souci de clarté, les caractéristiques pharmacologiques et les indications pour deux 

























































































4. PHARMACOLOGIE CARDIOVASCULAIRE DE L’ET-1 CHEZ LA SOURIS IN 
VIVO 
Suite à la découverte de l’ET, plusieurs études se sont intéressées aux effets vasculaires 
que provoque l’administration de ce peptide chez les animaux. Afin de faire un parallèle 
avec les résultats présentés dans cet ouvrage, le tableau 7 montre les réponses obtenues 
suivant l’administration, par voie veineuse, d’ET-1 chez les souris et les rats.  
Comme il est possible de le constater, la majorité de ces groupes de recherche ont fait 
leurs essais sur des animaux anesthésiés. Or, il est connu que plusieurs agents anesthésiants 
peuvent avoir un impact sur les paramètres hémodynamiques des animaux selon les 
récepteurs cibles de ces anesthésiants. Par exemple la kétamine, un antagoniste non 
compétitif des récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA) (Anis et al., 1983), peut avoir 
des effets dépressifs du système respiratoire et des effets sur le système cardiovasculaire 
(Janssen et al., 2004). La kétamine est souvent mélangée avec la xylazine, un agoniste 
α2-adrénergique, qui est reconnue pour causer une bradycardie ou une hypotension 
artérielle (Bazin et al., 2004). Ainsi les mesures de variations de pression artérielle (PA) 
induite par l’injection d’ET-1 pourraient être influencées par la présence d’agents 
anesthésiants chez les souris et les rats.  
En 1995, Gratton et al., ont montré que la vasoconstriction provoquée suite à 
l’administration d’une même dose intraveineuse (i.v.) d’ET-1 chez des rats anesthésiés avec 
l’uréthane était moins prononcée que celle observée lorsqu’un mélange de 
kétamine/xylazine était utilisé pour anesthésier les animaux (Gratton et al., 1995). Il faut 
toutefois soulever le point que l’affinité apparente de l’ET-1 s’inscrit dans l’ordre du 
nanomolaire (nM) pour toutes ces études, indépendamment de l’anesthésique, du site 











Tableau 7 : Recension des études rapportant une réponse pressive à l’ET-1 chez la souris et 
le rat anesthésiés. 
Animal Anesthésiant 
Site de 






























Houde et al., 
2013) 
Souris Consciente tail-cuff 
Veine 
caudale 
1 nmol/kg ≈40 mmHg 











































































BUT DE L’ÉTUDE 
Depuis la description de l’isoforme mMCP-4 comme homologue murin de la chymase 
humaine, quelques articles sont parus décrivant certaines caractéristiques enzymatiques de 
cette enzyme utilisant l’Ang comme substrat. Cependant, aucune donnée concernant 
l’endothéline-1 n’est encore parue. Un article publié l’an dernier par le laboratoire a montré 
l’importance de la chymase murine mMCP-4 dans la production d’ET-1 (1-31) à partir de 
la big-ET-1 in vitro et in vivo (Houde et al., 2013). Faisant suite à ce papier, une partie de la 
présente étude porte sur la caractérisation in vitro de la mMCP-4 recombinante et 
mastocytaire dans la conversion de la big-ET-1 sur la base de la cinétique enzymatique.  
Étant donné l’importance que peut avoir les agents anesthésiants sur le système 
cardiovasculaire, un second volet, in vivo, portant sur la pharmacologie de l’ET-1 chez les 
souris conscientes a été réalisé. De plus, dans la continuité de la partie expérimentale 
in vitro de ce travail, l’importance de la mMCP-4 dans l’activité biologique de la big-ET-1 
in vivo, rapportée par Houde et al., est validée chez l’animal non anesthésié. L’intérêt de ce 
dernier volet expérimental s’inscrit d’après l’impact que peut avoir les agents anesthésiants 
sur les mesures hémodynamiques réalisées dans le cadre d’une étude in vivo. 
Selon la revue de littérature présentée dans ce mémoire, les récentes publications du 
laboratoire et l’avancée actuelle de la recherche concernant la chymase et l’endothéline-1, 
l’hypothèse soutenue pour les travaux de recherche présentés dans cet ouvrage est que la 
protéase mastocytaire de type 4 recombinante, au niveau du mastocyte ou chez la souris 





 Introduire le gène de la mMCP-4 dans le génome de cellules d’insecte afin de produire 
et purifier l’enzyme à l’étude. 
 Effectuer différents essais enzymatiques avec un substrat fluorescent et avec la 
big-ET-1 et l’Ang II afin de déterminer les constantes cinétiques (KM, kcat, Vmax, 
kcat/KM) de la mMCP-4 recombinante purifiée.  
 Isoler le contenu enzymatique des mastocytes purifiés à partir de lavages péritonéaux 
afin de procéder à des essais fluorogéniques et des essais de conversion de la big-ET-1 
analysés par HPLC et par Triple-TOF (LC-MS/MS/TOF). 
 Déterminer les constantes cinétiques de la mMCP-4 mastocytaires contre un substrat 
fluorogénique. 
 Évaluer l’impact d’un anesthésiant sur les réponses pressives induites par 
l’administration i.v. de peptides vasoconstricteurs chez la souris.  
 Étudier l’implication de la chymase dans la conversion de la big-ET-1 in vivo chez la 




MATÉRIELS & MÉTHODES 
1. ÉTHIQUE 
Deux types de souris ont été utilisés pour mener les expériences dont les résultats sont 
présentés dans ce mémoire, des souris de type sauvage (WT) (C57Bl/6J ; Charles River, 
Baie-D'Urfé, Québec, Canada) et des souris déficientes pour la protéase mastocytaire 
murine 4 (mMCP-4 KO) dont les géniteurs ont été gracieusement offerts par Gunnar Pejler 
de l’Université d’Uppsala en Suède. Des colonies pour les deux groupes à l’étude sont 
maintenues dans l’établissement. Tous les animaux ont accès à de l’eau et à de la nourriture 
ad libitum. Ils sont maintenus à des conditions de température ambiante (23°C) et 
d’humidité (78%) constantes dans un cycle lumière/noirceur (6H00 – 18H00). Toutes les 
conditions environnementales et expérimentales avec les souris se font selon un protocole 
d’utilisation des animaux révisé et approuvé par le Comité éthique sur la recherche animale 
de la Faculté de médecine et des sciences de la santé (FMSS) de l’Université de Sherbrooke 
en accord avec les lignes directrices émises par le Conseil Canadien de protection des 
animaux (CCPA). 
 
2. GÉNOTYPAGE DES SOURIS 
2.1. Extraction de l’ADN 
Les souris sont numérotées avec une étiquette d’oreille gravée d’un numéro unique 
puis un bout de queue d’environ 0.5 cm est prélevé à chacune d’elle. L’échantillon est 
conservé à -80°C jusqu’au moment où l’ADN est isolé à partir du Tissue DNA kit 
(D-3396-01 ; OMEGA Bio-tek, Norcross, Géorgie, États-Unis) en suivant le protocole 
recommandé par le fabricant.  
D’abord il y a digestion des bouts de queue par un petit volume de protéases OB 
(20 mg/ml) afin de libérer le bagage génétique contenu dans les cellules. L’échantillon est 
ensuite placé sur une colonne (HiBind DNA Mini Column). Après quelques étapes 
expliquées dans le guide d’utilisation, incluant un nettoyage de l’échantillon, une étape 
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d’élution est effectuée par l’ajout de deux volumes successifs de 100 µl de tampon 
d’élution, fourni par le fabricant, préalablement chauffé à 70°C pour récolter l’ADN 
génomique. L’ADN extrait est conservé à -20°C. 
 
2.2. Amplification de l’ADN par réaction en chaîne de la polymérase 
Suite à l’extraction, l’ADN contenu dans l’échantillon est amplifié par une réaction en 
chaîne de la polymérase (PCR). Cette technique est utilisée étant donné qu’elle permet une 
multiplication sélective d’une séquence d’ADN cible, même lorsque cet ADN se trouve en 
de faibles quantités dans un échantillon. 
Le tableau 8 présente les conditions d’amplification utilisées dans les réactions de PCR 
(Mastercycler gradient, Eppendorf, Hambourg, Allemagne) pour la détermination du 
génotype des souris selon le gène mMCP-4. 
L’enzyme permettant la multiplication de l’ADN d’intérêt est la Taq polymérase 
(10342.020 ; Invitrogen Canada Inc., Burlington, Ontario, Canada). Les produits de la PCR 
sont ensuite mis sur un gel d’agarose 2% contenant 200 X de SYBR Safe (S33102 ; 
Invitrogen™ - Life Technologies™, Burlington, Ontario, Canada) afin de visualiser les 
résultats. 
Les produits de la PCR obtenus sont d’une longueur de 900 paires de bases (pbs) et de 
380 pbs correspondant respectivement aux souris de type sauvage et aux souris KO. Une 
souris homozygote de type sauvage ou de type KO montre une amplification unique pour 
les deux allèles du gène alors que les souris hétérozygotes auront une amplification de type 














Tableau 8 : Conditions d’amplification correspondant au gène mMCP4 pour le génotypage 
des souris utilisées dans cette étude. 





Tampon 10 X 
dNTPs (10 mM) 
MgCl2 (50 mM) 
Amorces (10 μM) 
ADNc 








5’ – CAA GGT 
CCA ACT AAC 
TCC CTT TGT 










(Nb cycle = 40) 
5’ – GGT GAT CTC 
CAG ATG GGC 
CAT GTA AGG 




5’ – GGG CCA 
GCT CAT TCC 
TCC CAC TCA 
TGA TCT – 3’ 
Anti-sens : 
gène muté 
Longueur des fragments amplifiés : 900 pbs pour le gène de type sauvage et 380 pbs pour 




3. CONTENU GRANULAIRE DES MASTOCYTES PÉRITONÉAUX  
3.1. Purification de la chymase des CTMC 
La mMCP-4 est l’une des enzymes contenues dans les granules de sécrétion des 
mastocytes murins de type CTMC. On retrouve ce type de cellules dans la sous-muqueuse 
du tractus gastro-intestinal, dans la peau et dans le péritoine. Il est donc possible d’extraire 
ces cellules par un lavage péritonéal afin d’en isoler la mMCP-4.  
Pour ce faire, la souris est d’abord anesthésiée avec une injection intramusculaire (i.m.) 
de kétamine/xylazine (kétamine; Vetalar, Bioniche, Belleville, Ontario : xylazine; 
Xylamax, Bimeda, Cambridge, Ontario) à une dose de 87/13 mg/kg puis euthanasiée par 
dislocation cervicale. Un morceau de peau est retiré de l’abdomen en prenant garde de ne 
pas endommager le péritoine. Une injection de 5 mL de tampon d’isolation, constitué de 
tampon phosphate (PBS) 0.1 M pH = 7,4 (P4417-100TAB ; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, 
Missouri, États-Unis) contenant 1 mg/ml d’albumine sérique bovine (BSA) (A4503-10G ; 
Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, États-Unis) et 0,5 mg/ml d’héparine (C504801 ; 
Héparine LEO Pharma A/S, Ballerup, Danemark), est effectuée dans le péritoine. Le 
détachement des mastocytes est stimulé par un massage de l’abdomen pour une durée d’une 
minute. Le péritoine est ensuite ouvert et le liquide contenant les cellules est récolté. Ce 
milieu est ensuite centrifugé pour 5 minutes à une vitesse de 200 X g. Le surnageant est jeté 
et le culot contenant les cellules est suspendu dans un milieu RPMI-1640 (350-000-CL ; 
Multicell ; Wisent Inc., Saint-Bruno, Québec, Canada) contenant 2 mM de L-glutamine et 
supplémenté avec 100 U/ml de pénicilline (450-201-EL ; Multicell ; Wisent Inc., 
Saint-Bruno, Québec, Canada) et 1 mg/ml de BSA selon un volume de 1 ml de milieu par 
souris. Cette suspension cellulaire est mise dans une boîte de pétris et est incubée pour une 
heure à 37°C. Suite à l’incubation, les cellules non adhéré sont récoltées puis centrifugées 
pour 5 minutes à 200 X g. Le culot est suspendu à nouveau dans le tampon d’isolation et les 
mastocytes sont comptés selon la méthode de Moore & James par utilisation du bleu de 
toluidine (89640-5G ; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, États-Unis) mélangé à une 
solution saturée de saponine (47036-50G-F ; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, 
États-Unis) dans 50% d’éthanol et à de l’éthanol 95%. Suite au décompte, les cellules sont 
sédimentées par centrifugation à 200 X g pour 5 minutes puis suspendues à nouveau dans 
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du PBS pH = 8 à raison d’une concentration de 20 X 106 cellules/ml de tampon phosphate. 
Les membranes des cellules sont ensuite détruites par une sonication d’une durée de 
10 secondes afin de libérer le contenu cellulaire dans le milieu. Les débris sont retirés par 
centrifugation à 200 X g pour 5 minutes afin de conserver uniquement les protéines 
solubles contenues dans les granules de sécrétion des mastocytes isolés. 
 
3.2. Titration de la concentration initiale d’enzyme par substrat CMK 
Pour procéder à la détermination des constantes cinétiques de l’enzyme à l’étude il est 
primordial de connaître la concentration initiale de l’enzyme active utilisée pour la 
réalisation de la réaction enzymatique.  
L’équivalent d’extrait de protéines solubles de 400000 mastocytes péritonéaux est 
placé en présence de concentrations de 22,39 X 10
-11
 M, 22,39 X 10
-10
 M, 22,39 X 10
-9
 M 
ou 22,39 X 10
-8
 M de substrat Succinyl-Alanine-Alanine-Proline-Phénylalanine-
ChloroMéthyl Cétone (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-CMK) (03CK023 ; MP Biomedicals Canada, 
Solon, Ohio, États-Unis) pour une pré-incubation de 25 minutes à une température de 37°C. 
Une concentration fixe de 10 μM de substrat fluorogénique Succinyl-Leucine-Leucine-
Valine-Tyrosine-7-Amido-4-Méthylcoumarin (Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC) (3120-V ; 
Peptide Institute Inc., Osaka, Japon) est ajoutée dans chaque puits avant la lecture de 
fluorescence dans un appareil Tecan M1000 (Tecan Group Ldt., Männedorf, Suisse) à une 
longueur d’onde d’excitation de 370 nm et une longueur d’onde d’émission à 460 nm.  
Pour chaque concentration de substrat CMK une vitesse de clivage du substrat 
fluorogénique est obtenue. Cette vitesse est décroissante selon l’augmentation de la 
concentration de substrat CMK ce qui permet de titrer la concentration d’enzymes actives 
dans le milieu réactionnel puisqu’une mole de CMK inhibe une mole d’enzymes de type 
chymotrypsine comme la mMCP-4. Une courbe de vitesse initiale en fonction de la 
concentration de substrat CMK est dressée et l’interception de cette courbe avec l’axe des 
abscisses fournit la concentration d’enzymes actives dans l’essai.  
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3.3. Mesure de l’activité enzymatique 
La chymase à l’étude possède une activité dite de type chymotrypsine. L’hydrolyse 
d’un substrat AMC permet donc la détermination de l’activité enzymatique de type 
chymotrypsine pouvant être contenue dans l’extrait granulaire issu des mastocytes 
péritonéaux.  
Un volume de 20 μl de l’extrait du contenu soluble des granules mastocytaires isolées 
selon le protocole mentionné ci-haut à partir d’une concentration cellulaire de 
2 X 10
4
 cellules/μl est placé dans une plaque 96 puits dans un tampon phosphate dont le pH 
est ajusté à 8.0. Le substrat fluorogénique Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC est ajouté à l’extrait 
pour une concentration finale de 10 μM en absence ou en présence de 10 μM de TY-51469 
(gracieusement offert par la compagnie Toa Eiyo Ltd., Osaka, Japon). Une lecture de 
fluorescence est immédiatement effectuée dans l’appareil M1000 à une longueur d’onde 
d’excitation de 370 nm et une longueur d’onde d’émission de 460 nm en faisant 1 lecture 
toutes les 30 secondes pendant 20 minutes à une température de 37°C.  
 
3.4. Mesure de l’activité hydrolytique sur la big-ET-1 détectée par HPLC 
Depuis la fin des années 1990, la chymase est reconnue pour avoir un rôle hydrolytique 
dans la maturation de la big-ET-1 vers un peptide ayant une activité vasoconstrictrice.  
Ainsi pour procéder à la mesure de cette activité, 20 μl de la préparation soluble des 
granules issue de mastocytes à une concentration de 20000 cellules/μl est mis à incuber à 
37°C pour 20 minutes avec 16,67 μM de big-ET-1 (88-1-30A ; American peptide, 
Sunnyvale, Californie, États-Unis) en absence ou en présence de TY-51469 (10 μM). La 
réaction enzymatique est arrêtée par filtration de l’échantillon en présence d’une solution 
PBS : acétonitrile (ACN) (75-05-8 ; Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
États-Unis) : acide trifluoroacétique (TFA) (302031-100ML ; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, 
Missouri, États-Unis) (80 : 20 : 0.1) sur un filtre centricon d’une taille de 30 kDa 
(UFC503096 ; EMD Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, États-Unis). La 
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totalité du volume de la réaction enzymatique est déposée sur le filtre et un volume de 
250 μl de la solution PBS : ACN : TFA est ajouté avant d’être centrifugé pour une période 
de 10 minutes à une vitesse de 14000 X g. Deux étapes subséquentes de lavage du filtre 
sont effectuées par l’ajout de solution PBS : ACN : TFA et centrifugation. Les filtrats de 
lavage obtenus sont ajoutés au précédent et l’ensemble, contenant les protéines de taille 
inférieure à 30 kDa, est passé sur HPLC afin de quantifier la conversion de la big-ET-1 par 
la chymase contenue dans l’extrait granulaire des mastocytes.  
 
3.5. Michaelis-Menten contre un substrat fluorogénique dans des extraits mastocytaires 
La caractérisation d’une enzyme s’effectue en déterminant les constantes cinétiques de 
celle-ci pour différents substrats. Ces constantes peuvent être calculées à partir d’une 
courbe de Michaelis-Menten.  
Ainsi, les extraits solubles issus des mastocytes récoltés par lavage péritonéal sont 
placés, à raison de 20 μl d’extraits contenant 20000 cellules/μl avant sonication, dans une 
plaque 96 puits en présence de concentrations de 100 μM, 50 μM, 25 μM, 10 μM, 5 μM ou 
1 μM de substrat fluorogénique Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC. La plaque est ensuite placée 
dans le lecteur M1000 où l’acquisition des valeurs de fluorescence pour des longueurs 
d’onde d’excitation de 370 nm et d’émission de 460 nm est effectuée pour une période de 
30 minutes à raison d’une lecture toutes les 30 secondes.  
Une courbe des vitesses initiales en fonction des concentrations de substrat utilisées est 
dressée afin d’obtenir la vitesse maximale de la réaction. La constante de Michaelis-Menten 
(KM) est calculée en trouvant la concentration de substrat pour laquelle la vitesse maximale 
est divisée par deux. Finalement, le kcat est calculé à partir de la concentration d’enzyme 
active initiale dans le milieu réactionnel et la vitesse maximale de la réaction enzymatique 
d’après l’équation 1.  
Équation 1 : Vmax = [E0] * kcat 
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3.6. Quantification, par Triple-TOF, de l’hydrolyse de la big-ET-1 par la chymase 
mastocytaire 
L’extrait protéique issu de l’équivalent de 900000 mastocytes est incubé, à 37°C, en 
présence de 5 µM de big-ET-1 pendant 20 minutes. La réaction enzymatique est arrêtée par 
l’ajout d’une solution d’arrêt constituée d’eau, d’ACN, de diméthylsulfoxyde (DMSO) 
(D128-500 ; Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, États-Unis) et d’acide formique 
(AF) (399388-500ML ; Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, États-Unis) pour des 
concentrations finales (% v/v) de 85 : 10 : 3 : 2 et additionnée d’ET-1 (C13) (H-7254 ; 
Bachem, Bubendorf, Suisse) à une concentration de 50 ng/ml. Un volume de 200 μl de 
cette dernière solution est placé dans un insert conique en verre de 250 μl (I025BS-629 ; 
Canadian Life Science [Innovative Separations], Peterborough, Ontario, Canada) introduit 
dans une bouteille de verre transparente de 2 ml (VT009-1232 ; Canadian Life Science 
[Innovative Separations], Peterborough, Ontario, Canada) puis les différents produits de 
conversion qui y sont contenus, soit la big-ET-1, l’ET-1 (1-31) et l’ET-1, sont analysés par 
Triple-TOF® 5600 (AB Sciex, Framingham, Massachusetts, États-Unis). 
Des contrôles de qualité et une courbe standard pour des concentrations de big-ET-1 et 
d’ET-1 (1-31) (PED-4360-s ; Peptide international Inc., Louisville, Kentucky, États-Unis) 
de 50 μM, 26 μM, 15 μM, 7.5 μM, 4.5 μM, 1.5 μM, 0.75 μM, 0.15 μM et 0.1 μM, contenus 
dans 200 μl de solution d’arrêt, sont également ajoutés aux analyses par Triple-TOF.  
Une quantification des différents produits de la réaction enzymatique est réalisée à 
partir du calcul d’aire sous la courbe des chromatogrammes obtenus. 
 
4. mMCP-4 RECOMBINANTE 
4.1. Clonage et purification de l’enzyme recombinante 
4.1.1. Synthèse  
La séquence d’ADN du gène de la mMCP-4 a été synthétisée par la compagnie Epoch 
Life Science (Epoch Life Science Inc., Missouri City, Texas, États-Unis). Cette séquence 
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est montrée à la figure 9 et contient deux sites de restriction, Kpn I et Xho I, pour les étapes 
subséquentes du clonage. En plus des deux sites de restriction ci-dessus, la construction 
comprend des étiquettes V5 et poly-histidine qui sont utilisées pour la purification de 
l’enzyme recombinante. Une fois synthétisé, le gène est intégré au site de clonage multiple 
du vecteur pBluescript présenté à la figure 10.  
 
4.1.2. Transformation n°1 
La quantité du gène synthétisé est trop petite pour procéder directement à la 
transfection dans les cellules d’insectes. Le vecteur pBluescript contenant le gène d’intérêt 
est d’abord introduit dans des cellules de bactéries compétentes DH5α (18258-012 ; 
Invitrogen™ - Life Technologies™, Burlington, Ontario, Canada) par transformation afin 
d’en augmenter la quantité.  
Les cellules bactériennes sont dégelées sur glace sèche. Le vecteur est dilué 5 fois dans 
10 mM de Tris-HCl (pH 7.5) et 1 mM d’EDTA. 2 μl de la dilution sont ajoutés aux cellules 
et mélangés par brassage délicat à l’aide de mouvements de la pipette et par tapotement du 
tube. Les cellules sont ensuite incubées sur glace pendant 30 minutes puis un choc 
thermique est effectué en plaçant les cellules dans un bain, sans brassage, à 42°C pour 
45 secondes. Les cellules sont ensuite remises sur glace pour 2 minutes et 0.9 mL de milieu 
S.O.C. (Super Optimal broth with Catabolite repression, 15544-034 ; Invitrogen™ - Life 
Technologies™, Burlington, Ontario, Canada) à température pièce est ajouté. Après un 
brassage d’une heure à 225 rotations par minute (rpm) à 37°C, les cellules sont répandues 
dans un bouillon de lysogénie (lysogeny broth : LB) contenant 100 μg/ml d’ampicilline et 
50 μl sont placés sur une gélose incubée toute la nuit à 37°C. Une colonie isolée est 
repiquée stérilement avec un embout dans un volume de 3 ml de milieu LB contenant 
1 μl/ml d’ampicilline. Ce milieu contenant les cellules transformées est incubé en présence 
d’oxygène à 37°C et brassé pendant une journée. À la fin de la journée le petit volume est 
transféré dans un plus grand volume, 50 ml, de milieu contenant 1 μl/ml d’ampicilline et 




L’ADN des cellules transformées est purifié à partir du PureLink HiPure Plasmid DNA 
Purification Kit ; Midi-Prep (K-2100-04 ; Invitrogen™ - Life Technologies™, Burlington, 
Ontario, Canada) en suivant le protocole recommandé par le fabricant. 
D’abord la colonne est équilibrée par le passage par gravité de tampon d’équilibration. 
Les cellules sont centrifugées à 4000 X g pour 10 minutes afin de retirer tout le milieu. Le 
culot cellulaire est suspendu dans 4 ml de tampon de suspension contenant de la RNase A. 
Un volume de 4 ml de tampon de lyse est ajouté et le tout est mélangé délicatement par 
inversion puis incubé à température pièce pour 5 minutes. Un volume de 4 ml de tampon de 
précipitation est ajouté puis l’ensemble est mélangé par inversion jusqu’à homogénéité. La 
totalité du mélange est centrifugée à plus de 12000 X g pour 10 minutes à température de la 
pièce. Le surnageant est placé sur la colonne pré-équilibrée et le liquide est laissé drainer 
par gravité. La colonne est ensuite lavée deux fois avec du tampon de lavage qui est passé 
par gravité. Finalement, 5 ml de tampon d’élution sont ajoutés à la colonne et sont laissés 
drainer par gravité. Un volume de 3.5 ml d’isopropanol est ajouté à l’éluat et est bien 
mélangé. Le tube est alors centrifugé à plus de 12000 X g pour 30 minutes à 4°C. Le 
surnageant est jeté et le culot est suspendu dans 3 ml d’éthanol 70%. La nouvelle mixture 
est centrifugée à plus de 12000 X g pour 5 minutes à 4°C. Par la suite le surnageant est 
éliminé et le culot est séché à l’air pour 10 minutes. Le culot d’ADN est finalement 
suspendu dans 200 μl de tampon TE (tampon Tris-EDTA) (880-590-EL ; Multicell ; 











5’ – AAT CTA GGT ACCAAG ATG CAG GCC CTA CTA TTC CTT ATG GCA CTT 
CTC TTG CCT TCT GGG GCT GGA GCT GAG GAG  ATT ATT GGT GGT GTT GAG 
TCT AGA CCA CAT TCT CGC CCT TAC ATG GCC CAT CTG GAG ATC ACC ACT 
GAG AGA GGG TTC  ACA GCT ACC TGT GGT GGG TTT CTC ATA ACC CGC CAA 
TTT GTG ATG ACT GCT GCA CAC TGT AGT GGA AGA GAA ATC ACT  GTC ACC 
CTT GGA GCT CAT GAT GTG AGC AAG ACA GAA TCC ACA CAG CAG AAG 
ATA AAA GTA GAA AAA CAA ATC GTT CAC  CCA AAG TAC AAC TTC TAT 
TCC AAT CTC CAT GAC ATC ATG TTA CTG AAG CTT CAA AAG AAA GCC AAA 
GAG ACT CCC TCT  GTG AAT GTA ATT CCT CTG CCT CGT CCT TCT GAC TTT 
ATC AAG CCG GGG AAG ATG TGC CGG GCA GCT GGC TGG GGG CGA  ACT 
GGA GTG ACA GAA CCT ACC TCA GAT ACA CTG AGG GAG GTG AAA CTG 
AGA ATC ATG GAT AAA GAG GCC TGT AAA AAC  TAT TGG CAT TAT GAC 
TAT AAC CTC CAG GTC TGC GTG GGC AGT CCC AGA AAG AAA AGA TCG 
GCA TAC AAG GGA GAC TCT  GGA GGA CCT CTA CTG TGT GCT GGG GTG 
GCC CAC GGT ATT GTA TCT TAT GGA CGC GGA GAT GCT AAG CCC CCT GCA 
GTC  TTC ACC CGA ATC TCC TCA TAT GTG CCC TGG ATT AAC AGA GTC ATA 
AAG GGC GAG CTC GAG – 3’  
Figure 9 : Séquence de l’ARN messager synthétisé pour la mMCP-4.  





















L’ADN obtenu précédemment est traité afin de procéder au sous-clonage, c’est-à-dire 
la conservation du gène d’intérêt introduit dans un nouveau vecteur.  
 
4.1.4.1. Digestion par des enzymes de restriction 
Jusqu’à présent le gène mMCP-4 avait été synthétisé dans un vecteur pBluescript. 
Cette étape consiste à ouvrir le nouveau vecteur, pAc5.1 dont une représentation est 
montrée à la figure 11, au niveau des enzymes de restriction Kpn I et Xho I du site de 
clonage multiple. Puis à isoler la portion du gène mMCP-4 du vecteur pBluescript avec 
l’utilisation des enzymes de restriction Xho I (20 U/μl) et Kpn I (20 U/μl), ou 1 U égale 
1 μl d’enzymes pouvant digérer 1 μg d’ADN en 1 heure. Les conditions de digestion sont 
d’une heure à une température de 37°C. 
 
4.1.4.2. Gel préparatif et électro-élution 
L’ensemble du matériel de migration est préalablement décontaminé avec une solution 
de HCl 1N pendant 15 minutes et rincé à l’eau.  
Les produits des digestions décrites dans la section précédente sont placés sur un gel 
d’agarose 0,8% et mis à migrer à 100 V pour 1 heure 30 minutes. Suite à la migration, les 
bandes désirées, dans le cas-ci la bande de pAc5.1 de 5375 pbs et la bande mMCP-4 de 
743 pbs, sont découpées au scalpel en éliminant le maximum de gel. Ces bandes sont 
traitées par électro-élution dans des sacs à dialyse afin d’obtenir l’ADN isolé du gel 
d’agarose.  
Les tubes à dialyse sont coupés à environ 10 à 20 cm. Ils sont ensuite bouillis 
10 minutes dans un volume de 500 ml de bicarbonate de sodium 2% (w/v) et 1 mM 
d’EDTA pH = 8.0. Une étape de rinçage dans de l’eau distillée est faite puis les tubes sont à 
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nouveau bouillis 10 minutes dans 500 ml de solution d’EDTA 1 mM pH = 8.0. Par la suite 
les tubes sont laissés à refroidir et sont conservés à 4°C.  
Un des bouts du tube à dialyse est scellé à l’aide d’un clip. La bande de gel d’agarose 
contenant l’ADN désiré est introduite dans le tube à dialyse puis 400 μl de tampon TE 
pH = 8.0 sont ajoutés. Les bulles sont retirées et la seconde extrémité du tube est scellée par 
un clip. Le sac à dialyse est placé dans l’appareil à électrophorèse décontaminé puis un 
courant de 200 V est appliqué pour une durée de 15 minutes. Une visualisation sous 
lumière ultraviolette est faite afin de s’assurer que l’ADN est sorti du gel. Le sac à dialyse 
est brassé délicatement avec les doigts et le tampon est transféré dans un tube à 
centrifugation. L’ADN est précipité par l’ajout d’un dixième de volume, soit 40 μl, de 
sodium acétate 3 M et 2 volumes, soit 800 μl, d’éthanol 100% et par une incubation de 
30 minutes à -80°C ou toute la nuit à -20˚C selon le moment de la journée où cette étape est 
réalisée. Une centrifugation à 13000 rpm d’une durée de 30 minutes est réalisée à 4°C afin 
d’éliminer l’éthanol. Le culot est lavé par l’ajout de 1 ml d’éthanol 70%, brassé par vortex 
et centrifugé à 13000 rpm pour 10 minutes. Le culot est séché 2 à 3 minutes au speed vac et 
suspendu dans 15 μl d’eau stérile. 
 
4.1.4.3. Ligation 
La ligature entre les extrémités cohésives du vecteur pAc5.1 ouvert et le gène mMCP-4 
s’effectue selon un ratio insert : vecteur 3 : 1. Le gène et le vecteur sont mis dans le tampon 
T4 DNA Ligase Buffer pour obtenir une concentration de 1X du tampon. Un volume d’eau 
exempt de nucléase est ajouté pour obtenir un volume de réaction final de 20 μl puis la T4 
DNA Ligase (M0202 ; NEB, New England Biolabs, Whitby, Ontario, Canada) est ajoutée à 
la solution. La réaction est mélangée délicatement et brièvement par up and down et est 




4.1.5. Transformation n°2 
À cette étape la quantité de vecteur pAc5.1 contenant le gène mMCP-4 est en trop 
faible quantité pour poursuivre le clonage. Le vecteur est donc introduit dans des cellules 
de bactéries compétentes DH5α par transformation selon la procédure décrite plus haut. 
L’étape de repiquage d’une colonie isolée s’effectue à 10 reprises pour ensemencer 
plusieurs volumes de 2 ml de milieu de culture. Les milieux contenant les cellules 




À partir d’un des milieux de culture ensemencé la veille un volume de 0.5 ml est 
conservé à 4˚C et 1.5 ml de milieu sont centrifugés à 13000 rpm pendant 5 minutes à 4°C. 
Le surnageant est éliminé et le culot est suspendu dans 100 μl d’une solution contenant 
50 mM de glucose, 10 mM d’EDTA et 25 mM de Tris-HCl et dont le pH a été ajusté à 8.0. 
Un volume de 200 μl d’une solution de lyse contenant 0.2 M d’hydroxyde de sodium 
(NaOH) et 1% de sodium dodécyl sulfate (SDS) est ajouté puis l’ensemble est mélangé 
par up and down et incubé 5 minutes à température de la pièce. 200 μl de chloroforme est 
ajouté à l’ensemble, mélangé par inversion puis incubé une minute. Finalement 150 μl de 
solution constituée d’acétate de potassium (29.4 g) et d’acide formique (5 ml) est ajouté 
puis mélangé au vortex pour quelques secondes. Une centrifugation de 5 minutes à 
13000 rpm à 4°C est réalisée. Le surnageant, contenant l’ADN, est retiré et conservé. De 
l’éthanol 100% est ajouté et le tube est passé au vortex pour permettre la précipitation avant 
d’être centrifugé à 13000 rpm à 4°C pour une durée de 15 minutes afin d’éliminer le 
surnageant. Le tube est ensuite rempli d’éthanol 70% pour une étape de lavage et mélangé 
par inversion puis centrifugé à 13000 rpm pour 5 minutes à 4°C. L’éthanol est retiré et le 




L’extraction d’ADN est réalisée pour chaque milieu LB ayant été ensemencé avec une 
colonie de cellules DH5α dont le vecteur pAc5.1 a été intégré au génome. Les différents 
ADN obtenus sont digérés avec les enzymes de restriction Knp I et Xho I puis migrés sur 
gel afin de vérifier quels clones ont réellement intégrés le vecteur pAc5.1, incluant le gène 
d’intérêt. Les ADN qui semblent avoir le bon profil sont envoyés à séquencer aux 
Plateformes de génotypage, de séquençage, de génomique fonctionnelle, de protéomique et 
de bio-informatique du Centre d'innovation de Génome Québec et de l'Université McGill 
(Génome Québec, Montréal, Québec, Canada).  
Les clones positifs, ayant intégré la bonne séquence, sont remis dans un plus grand 
volume de bouillon de culture LB afin d’accroître la quantité de vecteur pour les étapes 
subséquentes. Donc le volume de 0.5 ml, conservé au début de cette partie de 
l’expérimentation, de cellules DH5α ayant intégré le vecteur pAc5.1 contenant le gène 
mMCP-4 est transféré dans 50 ml de milieu LB contenant 1 μl/ml d’ampicilline et est 
incubé une nuit à 37°C avec brassage. L’ADN des cellules transformées est ensuite purifié 





















4.1.7. Culture des cellules S2 
Les cellules de drosophile S2 (R690-07 ; Invitrogen™ - Life Technologies™, 
Burlington, Ontario, Canada) sont utilisées pour la transfection et l’obtention de la chymase 
dans le milieu de culture.  
D’abord les cellules doivent être décongelées rapidement à une température de 30°C 
puis transférées dans un flacon contenant 5 ml de milieu de culture IPL-41 (poudre 
d’IPL 41 additionnéee de bicarbonate de sodium, d’extrait de levure, de lipides, de 
pénicilline, de streptomycine et de glutamine) complémenté de 10% de fetal bovine serum 
(FBS) afin de nettoyer les cellules du milieu de conservation à l’état congelé. Puis les 
cellules sont centrifugées à 1000 X g pour 5 minutes, le surnageant est retiré et les cellules 
sont remises en suspension dans du milieu de culture complet et frais. Cette suspension 
cellulaire est mise dans un petit flacon pour culture cellulaire puis observée sous 
microscope. Les cellules saines ont une apparence ronde, lisse et brillante. Les cellules S2 
sont des cellules non adhérentes qui ont tendance à pousser sous forme de grappes. 
Finalement le flacon est mis à incuber à 28°C.  
Après une semaine, les cellules sont passées dans un plus grand flacon à culture 
contenant un volume de 10 ml de milieu de culture complet frais. Pour le passage, les 
cellules ayant pu adhérer aux parois du flacon sont remises en suspension par up and down 
délicats (en même temps, les amas de cellules sont défaits en partie) avant d’être aspirées 
complètement et mises dans le gros flacon contenant 10 ml de milieu de culture complet et 
frais. Le petit flacon est additionné de 5 ml de milieu frais et complet afin de servir de 
sécurité au cas où le passage ne fonctionnerait pas. Finalement, les cellules sont à nouveau 
observées puis mises à incuber à 28°C.  
Après une autre semaine, les cellules sont comptées et les étapes de la transfection sont 
débutées.  
Pour le décompte cellulaire, un volume de 1 ml de suspension cellulaire est prélevé du 
flacon à culture. Un volume de 10 μl est prélevé pour être dilué 5 fois dans du milieu de 
culture non stérile. Finalement, un volume de 10 μl de la suspension diluée est mélangé 
68 
 
avec 10 μl de bleu trypan 0.4% (15250-061 ; Invitrogen™ - Life Technologies™, 
Burlington, Ontario, Canada). Une partie de cette dernière dilution est chargée dans la 
cavité des cell chamber slide. Cette cell chamber slide est glissée dans l’appareil countess 
(Invitrogen™ - Life Technologies™, Burlington, Ontario, Canada) ajusté pour obtenir le 
milieu des cellules brillant (ou clair) et le tour des cellules précis (sans être trop foncé). Il 
suffit alors de calculer le nombre de cellules vivantes selon les dilutions effectuées.  
Pour la transfection, il faut une solution de 1 X 10
6
 cellules/ml dans un volume de 3 ml 
distribuée dans une plaque 35 mm. Suite à l’observation au microscope, la plaque est 
incubée à la température de la pièce pour la nuit. Une première solution (la solution A) est 
préparée. Celle-ci contient 2 M de chlorure de calcium, 19 μg du vecteur pAc5.1 contenant 
l’ADN recombinant de la mMCP-4, 1 μg du vecteur de sélection pCoHygro (K4130-01 ; 
Invitrogen™ - Life Technologies™, Burlington, Ontario, Canada), dont un schéma est 
représenté à la figure 12, et de l’eau stérile pour l’obtention d’un volume de solution finale 
de 300 μl. Une seconde solution (la solution B), d’un volume de 300 μl et au pH = 7.1, est 
également préparée. La solution B est constituée de 50 mM de HEPES, 1.5 mM de 
Na2HPO4 et 280 mM de NaCl, il s’agit d’une solution HEPES saline tamponnée 2X. Puis 
en faisant des bulles dans la solution B, la solution A y est ajoutée aux gouttes à gouttes 
dans un temps de 2 minutes. Il est nécessaire d’obtenir un précipité pour la réussite de la 
suite de la transfection. La solution résultante est incubée pour 30 à 40 minutes à la 
température de la pièce. Finalement la solution est ajoutée lentement aux cellules en culture 
dans la plaque 35 mm et mélangée délicatement avec des mouvements de la plaque en 
forme de croix, de haut en bas puis de gauche à droite. La plaque est incubée à température 
de la pièce pour 24 heures.  
Après la période d’incubation, deux lavages avec du milieu IPL-41 complet frais sont 
réalisés pour éliminer le chlorure de calcium et l’ADN non inséré dans les cellules avant de 
suspendre les cellules dans 1 ml de milieu et de remettre à incuber à la température de la 
pièce.  
Après quelques jours d’incubation le milieu de culture doit être changé et la sélection 
peut débuter.  
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Pour le changement de milieu, il faut remettre en suspension les cellules ayant pu 
adhérer aux parois de la plaque par up and down. Puis la totalité du milieu de culture 
contenant les cellules est récoltée et mise à centrifuger pendant 5 minutes à 1000 X g. 
Pendant la centrifugation, un volume de 1 ml de milieu est remis dans la plaque pour 
maintenir en vie les cellules restées dans celle-ci. Après la centrifugation, le surnageant est 
éliminé et le culot de cellules est remis en suspension dans 2 ml de milieu complet frais 
avant d’être replacé dans la plaque.  
Pour faire la sélection des cellules ayant intégré l’ADN recombinant, une concentration 
de 300 μg/ml d’agent de sélection, soit de l’hygromycine B (400-141-UG ; Wisent Inc., 
Saint-Bruno, Québec, Canada), est ajoutée à la suspension cellulaire et la plaque est remise 
à incuber à température de la pièce.  
Le milieu de culture est changé deux fois par semaine et de l’agent de sélection est 
ajouté pendant deux à trois semaines.  
L’étape suivante consiste à faire l’expansion des cellules dont l’ADN recombinant a 
été intégré. Pour ce faire, le 3 ml de suspension cellulaire est placé dans un flacon à culture 
de 15 ml contenant 12 ml de milieu de culture complet et frais et complémenté de 
300 μg/ml d’hygromycine pour terminer la sélection. Après quelques jours d’incubation à 
température de la pièce, les cellules sont comptées puis divisées en vue d’une congélation à 
une concentration de 10 X 10
6
 cellules/ml pour conservation, le milieu de culture des 
cellules restantes est changé pour mettre du milieu frais et pour débuter l’accommodation 
des cellules par la diminution des concentrations de FBS et d’hygromycine.  
Un prélèvement d’extraits bruts est réalisé afin de procéder à un immunobuvardage de 
type Western et aux premiers essais enzymatiques pour vérifier l’expression et l’activité de 
la chymase clonée.  
Les cellules sont ensuite placées en scale-up. D’abord les cellules sont introduites dans 
un volume total de 80 ml de milieu de culture contenant 1% de pluronic. Le pluronic est un 
agent permettant de prévenir les dommages hydrodynamiques. Après une semaine, les 
cellules sont placées dans un volume de 380 ml de milieu de culture contenant 1% de 
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pluronic. À la troisième semaine les cellules sont placées dans un volume de 500 ml de 
milieu de culture contenant 1% de pluronic. Finalement les cellules sont suspendues à une 
concentration de 2 X 10
6
 cellules/ml dans 1 L de milieu de culture contenant 1% de 
pluronic. Le reste du milieu de culture est centrifugé afin de faire culotter les cellules, le 
surnageant, contenant l’enzyme recombinante sécrétée par les cellules, est recueilli et 
conservé à -80°C pour les étapes subséquentes, soit la purification suivie de la 
caractérisation de l’enzyme clonée.  
 
4.1.8. Purification 
L’échantillon d’extraits bruts contenant les sécrétions des cellules de drosophiles est 
concentré par ultrafiltration sur un filtre 10 kDa (EMD Millipore Corporation, Billerica, 
Massachusetts, États-Unis). Cet échantillon concentré est purifié par une colonne d’affinité 
par l’utilisation d’un Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC). La liaison de l’étiquette 
poly-histidine de la construction à la colonne de nickel s’effectue à partir du tampon de 
liaison natif contenant 10 mM d’imidazole. L’élution se fait dans le tampon d’élution natif 
contenant 250 mM d’imidazole appliqué selon un gradient de concentration. En tout 83 
fractions d’élution de 3 ml chacune sont récoltées et congelées à -80°C.  
Les fractions 6 à 83 sont analysées par immunobuvardage de type Western avec un 
anticorps primaire dirigé contre V5 afin de sélectionner les fractions pour la suite de la 
purification. Les fractions 16 à 82 sont remises ensemble et concentrées par passage sur un 
filtre millipore centricon plus-70 muni d’un filtre ultracell de type PL de taille 10 kDa 
(UFC701008 ; EMD Millipore Corporation, Billerica, Massachusetts, États-Unis) jusqu’à 
l’obtention d’un volume final de 10 à 15 ml. L’échantillon est ensuite placé sur une colonne 
Superdex200 26/60 (Phenomenex, Torrance, CA, USA) afin de procéder à la purification 
selon le principe d’exclusion stérique. Des fractions de 3 ml sont prélevées et placées au 
congélateur. Une analyse de type western est réalisée avec les fractions de la superdex et un 
anticorps primaire dirigé contre l’étiquette V5 afin de déterminer lesquelles contient la 
rmMCP-4 purifiée. Les fractions 63 à 75 sont donc mises en commun afin de réaliser la 













4.2. Dosage protéique (méthode de Bradford) 
Afin de déterminer la concentration de protéines contenues dans un échantillon, une 
courbe standard de gamma globuline bovine est réalisée. Pour ce faire, des concentrations 
de 1 μg/μl, 0.5 μg/μl, 0.25 μg/μl, 0.125 μg/μl, 0.0625 μg/μl et 0.03125 μg/μl de γ-globuline 
bovine sont obtenues par dilution en série à partir d’une solution de 1.4 μg/μl. Un volume 
de 10 μl de chaque dilution de la courbe standard ou de l’échantillon à doser est mis dans 
des puits d’une plaque nettoyée avec de l’eau chaude et de l’éthanol 100% puis un volume 
de 200 μl de solution de Bradford diluée et filtrée est ajouté. Après 5 minutes d’incubation 
à température de la pièce une lecture à 595 nm dans un spectrophotomètre est réalisée. 
Avec les résultats de ces lectures, la courbe standard est tracée et la formule de cette courbe 
permet de déterminer la concentration protéique d’un échantillon inconnu.  
 
4.3. Immunobuvardage de type Western (Western Blot) 
L’analyse par immunobuvardage de type Western est une technique de détection et 
d’identification des protéines. De ce cas-ci, ce type d’analyse permet de confirmer que la 
protéine clonée et purifiée et bel et bien la mMCP-4. Ceci est rendu possible grâce aux 
étiquettes de poly-histidine et V5 de la construction de départ. 
La technique débute par une migration des échantillons sur un gel de polyacrylamide 
10% SDS. Les échantillons sont préparés en mettant un volume d’échantillon pour obtenir 
50 μg de protéine en présence de 8 μl de Laemmli et 2 μl de dithiothréitol (DTT) dans un 
volume complété avec de l’eau à 40 μl. Ces préparations sont ensuite bouillies pendant 
4 minutes puis introduites dans le gel de polyacrylamide. Les échantillons sont ensuite 
migré sur le gel par l’application d’un courant électrique d’une intensité de 20 mA par gel 
et d’un voltage de 300 V pour une durée d’une heure 30 minutes. Suite à la migration, le 
gel de polyacrylamide contenant les échantillons protéiques est utilisé pour le transfert des 
protéines sur une membrane de polyfluorure de vinylidène (PVDF).  
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La membrane de PVDF est activée pendant 15 secondes dans du méthanol 100% puis 
placée dans du tampon de transfert pour 10 minutes. Le montage pour le transfert est fait 
dans du tampon de transfert afin de garder l’ensemble humide et éviter la formation de 
bulles. Le montage se fait dans l’ordre suivant ; côté de la cathode, éponge, 2 papiers filtre, 
gel, membrane, 2 papiers filtre, éponge, côté de l’anode. Le montage est placé dans du 
tampon de transfert dans le module électrique puis une intensité de 350 mA et un voltage 
de 300 V sont appliqués pour une migration d’environ 1 heure 30 minutes à 4°C.  
Après le transfert, une coloration au bleu de Coomassie est réalisée afin de visualiser 
l’efficacité du transfert des protéines. Par la suite, la membrane est bloquée avec 8% de lait 
contenu dans une solution saline tamponnée de Tris contenant du Tween 20 (TBST) 0.3% 
toute une nuit à une température de 4°C. Le tampon bloquant est ensuite retiré et remplacé 
par du TBST 0.3% pour éliminer le surplus de lait. La membrane est ensuite incubée pour 
une nuit à 4°C avec le premier anticorps, soit un anticorps monoclonal dirigé contre V5 ou 
un anticorps monoclonal dirigé contre l’étiquette de poly-histidine de la construction, dilué 
respectivement 1/5000 ou 1/10000 dans une solution de 0.3% de TBST contenant 5% de 
lait. La membrane est ensuite lavée 4 fois pendant 5 minutes avec agitation dans une 
solution de TBST 0.3%. La membrane est incubée pour une heure avec un anticorps 
secondaire, un anticorps anti-souris, dilué 1/5000 dans une solution de TBST 0.3% 
contenant 5% de lait. À nouveau la membrane est lavée 4 fois pendant 5 minutes avec une 
solution de 0.3% de TBST avant d’être visualisée sur l’appareil Odyssey LiCor Sa Infrared 
Imaging System (LiCor ; Mandel Scientific Compagny Inc., Guelph, Ontario, Canada).  
 
4.4. Essai enzymatique 
L’enzyme qui a été clonée et purifiée se trouve être sous une forme inactive. Elle doit 
donc être activée afin de procéder aux différentes étapes de la caractérisation. Cette 
activation s’effectue par le clivage d’un dipeptide sur la chymase inactive par la 
cathepsine C. Le travail de la cathepsine est rendu possible uniquement en présence 
d’héparine dans le milieu enzymatique puisqu’elle permet la stabilisation de la chymase et 
rend le dipeptide plus accessible.  
74 
 
La rmMCP-4 inactive est d’abord diluée à 20 μg/ml dans un tampon de maturation 
composé de 50 mM de 2-(N-Morpholino)ethanesulfonic acid (MES) (M3671-50G ; 
Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, États-Unis) à pH = 5.5. La cathepsine C provenant 
de chez R&D systems (2336-CY-010 ; R&D systems, Minneapolis, Minneapolis, 
États-Unis) est diluée à 0.481 μg/ml dans un tampon composé de 50 mM de MES, 50 mM 
de chlorure de sodium (NaCl) (S271-3 ; Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
États-Unis) et 5 mM de DTT (BP172-5 ; Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
États-Unis) à pH = 5.5. Une solution de 20 mg/ml d’héparine (H3393-10KU ; 
Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Missouri, États-Unis) est diluée à 1.5 mg/ml dans de l’eau 
stérile. Un volume de 15 μl de chymase diluée est combiné avec un volume de 15 μl de 
cathepsine C diluée et 1 μl d’héparine 1.5 mg/ml puis l’ensemble est incubé pendant une 
heure à la température de la pièce. Suite à l’incubation, la réaction d’activation est arrêtée 
par l’ajout de 1.98 μl de N-ethylmaleimide (NEM) (E3876-5G ; Sigma-Aldrich, 
Saint-Louis, Missouri, États-Unis) à une concentration de 50 mM puis la chymase activée 
est diluée à une concentration finale de 2 μg/ml par l’ajout de 117 μl d’un tampon d’essai 
constitué de 20 mM de Tris, 2 M de chlorure de potassium (KCl) (7447-40-7 ; Fisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts, États-Unis) et 0.02% de Triton X100 (807426 ; JNC 
biomedicals Inc., Aurora, Ohio, États-Unis) ajusté à un pH = 9.0. Une incubation de 
5 minutes est allouée pour l’arrêt de la réaction d’activation.  
Le substrat fluorogénique Succynil-Alanine-Alanine-Proline-Phénylalanine-7-Amido-
4Méthylcoumarin (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC) (3114-V ; Peptide Institute Inc., Osaka, 
Japon) est dilué à une concentration de 200 μM dans le tampon d’essai décrit 
précédemment. Un volume de 50 μl de la chymase activée diluée est placé dans une plaque 
96 puits et un volume équivalent de substrat fluorogénique dilué est ajouté pour débuter la 
réaction enzymatique. Des essais enzymatiques ont également été réalisés en présence de 
10 μM de TY-51469. La lecture de fluorescence s’effectue dans le M1000 à une longueur 
d’onde d’excitation de 370 nm et une longueur d’onde d’émission de 460 nm en faisant 




4.5. Titration par CMK 
Comme mentionné précédemment, il est essentiel de connaître la concentration 
d’enzymes mise en présence d’un substrat afin de déterminer les constantes cinétiques 
particulières à cette réaction enzymatique. Étant donné la forme de la chymase clonée, 
l’étape d’activation doit être réalisée avant chaque nouvel essai. Le pourcentage d’efficacité 
de la réaction d’activation de l’enzyme recombinante clonée au laboratoire par la 
cathepsine C n’est pas connu. Il faut donc procéder à une titration afin de déterminer la 
concentration de chymase active contenue dans le milieu réactionnel des différents essais 
réalisés dans le cadre de la caractérisation de cette enzyme.  
L’enzyme purifiée est donc activée de la même façon que mentionnée précédemment. 
L’enzyme est ensuite incubée pour une période de 25 minutes, à une température de 37°C, 
en présence de concentrations de 112 X 10
-8
 M, 112 X 10
-9
 M, 112 X 10
-10
 M et 
112 X 10
-11
 M de substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-CMK. Une concentration fixe 10 μM de 
substrat fluorogénique Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC est ajoutée avant de procéder à 
l’acquisition du signal fluorescent émis par la molécule AMC au moment du clivage par 
l’enzyme de type chymotrypsine pour des longueurs d’onde d’excitation et d’émission de 
370 nm et 460 nm respectivement.  
Une courbe de vitesse initiale en fonction de la concentration de substrat CMK est 
dressée. L’interception de cette courbe avec l’axe des abscisses fournit la concentration 
d’enzymes actives dans l’essai puisque le substrat CMK inhibe la chymase selon un ratio 
molaire de 1 pour 1.   
 
4.6. Essai de conversion  
La chymase purifiée est activée selon la méthode d’activation décrite dans la section 
« essai enzymatique » ci-haut développée. L’extrait d’enzymes activées est mis en présence 
de 16.67 μM de big-ET-1, en absence et en présence de 10 μM de TY-51469, ou de 
3.22 µM d’ET-1 (1-31) ou d’ET-1 (1160 ; Tocris Biosciences, Ellisville, Missouri, 
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États-Unis) et est incubé pour une période de 20 minutes à une température de 37°C. La 
réaction enzymatique est arrêtée par filtration avec une solution PBS : ACN : TFA sur un 
filtre d’une taille de 30 kDa. La totalité du volume de la réaction enzymatique est déposée 
sur le filtre et un volume de 250 μl d’une solution PBS : ACN : TFA 80 : 20 : 0.1 est ajouté 
avant de centrifuger pour une période de 10 minutes à une vitesse de 14000 X g. Le filtrat 
est conservé et le filtre est lavé par le passage par centrifugation à 14000 X g pour 
10 minutes de deux volumes consécutifs de 250 μl de la solution PBS : ACN : TFA. Les 
filtrats de lavage sont ajoutés au précédent et la totalité de l’échantillon est injectée dans un 
HPLC. La figure 13 montre le profil de HPLC obtenu suite à une conversion de la big-ET-1 
par la chymase recombinante mMCP-4 purifiée. Les fractions d’élution correspondant aux 
pics de big-ET-1 et d’ET-1 (1-31) du HPLC sont prélevées afin de confirmer la nature des 
produits récoltés par spectrométrie de masse. 
 
4.7. Michaelis-Menten de la mMCP-4 recombinante contre un substrat fluorogénique 
La mMCP-4 recombinante purifiée active est placée dans une plaque 96 puits pour 
obtenir une concentration finale de 1.5 μg/ml d’enzymes en présence de 0.5 μM, 1 μM, 
2.5 μM, 5 μM, 10 μM, 15 μM, 25 μM, 50 μM, 100 μM, 250 μM ou 500 μM de substrat 
fluorogénique Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC. La fluorescence est ensuite lue dans le M1000 
pour une durée d’une heure avec des longueurs d’onde d’excitation et d’émission de 
370 nm et 460 nm respectivement.  
Une courbe des vitesses initiales en fonction des concentrations de substrat utilisées est 
dressée afin d’obtenir la vitesse maximale de la réaction. La constante de Michaelis-Menten 
(KM) est calculée en trouvant la concentration de substrat pour laquelle la vitesse maximale 
est divisée par deux. Le kcat est calculé à partir de la concentration d’enzymes actives 
initiale dans le milieu réactionnel, déterminé par titration avec le substrat CMK, et la 
vitesse maximale de la réaction enzymatique selon l’équation 1 déjà développée à la 












Figure 13 : Profil de détection des produits de conversion de la big-ET-1 par la rmMCP-4 




4.8. Michaelis-Menten de la mMCP-4 recombinante contre la big-ET-1 et l’Ang I  
La rmMCP-4 purifiée est activée selon la méthode expliquée dans la sous-section essai 
enzymatique de la présente section. Suite à l’activation, l’enzyme est diluée à une 
concentration théorique de 0.4 μg/ml avant d’être incubée pour une durée de 20 minutes à 
une température de 37°C en présence des concentrations suivantes de big-ET-1 : 26 μM, 
15 μM, 7.5 μM, 4.5 μM, 1.5 μM, 0.75 μM ou 0.15 μM ou en présence de 0.78 μM, 
1.56 μM, 3.125 μM, 6.25 μM, 12.5 μM, 25 μM ou 50 μM d’Ang I (12-1-10A ; American 
Peptide Company, Sunnyval, Californie, États-Unis).  
Pour les essais de conversion avec la big-ET-1, la réaction enzymatique est arrêtée par 
l’ajout de 189 μl d’une solution ACN : AF (20 : 1) additionnée d’une concentration finale 
de 10 µg/ml d’ET-1 (C13). Un volume de 20 μl de la réaction enzymatique arrêtée est 
ensuite dilué dans 180 μl de solution ACN : AF : DMSO 20 : 0.2 et 3% (% v/v). Les essais 
de conversion avec l’Ang I sont quant à eux arrêtés par l’ajout de 63 μl d’une solution 
ACN : AF (20 : 4) additionnée d’une concentration finale de 10 ng/ml de 
Pro11,D-Ala12 Angiotensine I (12-7-30 ; American Peptide Company, Sunnyval, 
Californie, États-Unis). Un volume de 5 μl de la réaction enzymatique arrêtée est ensuite 
dilué dans 45 μl de la solution d’arrêt spécifique à cette partie expérimentale. 
Les solutions enzymatiques finales arrêtées sont placées dans des inserts coniques en 
verre de 250 μl introduient dans des bouteilles de verre transparentes de 2 ml puis les 
différents produits de conversion qui y sont contenus sont analysés par Triple-TOF® 5600.  
Des contrôles de qualité et des courbes standards sont également ajoutés aux analyses 
par Triple-TOF. Les standards ont été réalisés pour des concentrations de big-ET-1 et 
d’ET-1 (1-31) de 50 μM, 26 μM, 15 μM, 7.5 μM, 4.5 μM, 1.5 μM, 0.75 μM, 0.15 μM et 
0.1 μM, contenus dans 189 μl de solution d’arrêt ACN : AF : ET-1(C13) additionné de 6 μl 
de DMSO, alors que la courbe d’Ang II (12-1-34A, American Peptide Company, Sunnyval, 
Californie, États-Unis) a été effectués avec des concentrations de 7.8125 nM, 15.625 nM, 
32.25 nM, 62.5 nM, 125 nM, 250 nM et 500 nM contenus dans le tampon d’essai et un 
même volume de solution d’arrêt ACN : AF : Pro11,D-Ala12 Angiotensine I.  
79 
 
À partir des résultats obtenus, des calculs d’aire sous la courbe des chromatogrammes 
sont faits afin de quantifier les différents peptides. Des courbes de Michaelis-Menten ont 
été dressées afin de déterminer les constantes cinétiques de la mMCP-4 recombinante pour 
les substrats big-ET-1 et Ang I.  
 
5. MESURE DES PARAMÈTRES HÉMODYNAMIQUES CHEZ DES SOURIS 
CONSCIENTES PAR RADIO-TÉLÉMÉTRIE 
5.1. Chirurgie 
Puisque les paramètres hémodynamiques des souris peuvent être affectés par 
l’utilisation d’agents anesthésiants, la radio-télémétrie s’avère être une nouvelle technique 
utile dans la mesure de ces paramètres chez des souris conscientes. Cette technique requiert 
l’implantation d’une puce à l’intérieur des souris permettant des mesures hémodynamiques 
alors que celles-ci sont totalement éveillées et libres de mouvement.  
Après avoir mesuré le signal basal de la puce, la souris est anesthésiée par une injection 
i.m. d’un mélange de kétamine/xylazine (kétamine; Vetalar, Bioniche, Belleville, Ontario, 
Canada : xylazine; Xylamax, Bimeda, Cambridge, Ontario, Canada) à une dose de 
87/13 mg/kg. Les yeux de l’animal sont protégés du dessèchement pour la durée de 
l’anesthésie par une pommade ophtalmique lubrifiante « Tears Natural » (Alcon, 
Mississauga, Ontario, Canada). La région située entre le menton et le sternum de l’animal 
est ensuite rasée et désinfectée avec une solution d’éthanol 70%. Une incision d’environ 
1 cm y est pratiquée. L’artère carotide gauche est isolée et la circulation sanguine est 
bloquée de façon permanente en direction de la tête par une suture de soie 4.0 (LA53G ; 
Ethicon - Johnson & Johnson Medical Products, Markham, Ontario, Canada). La 
circulation vers le corps est quant à elle bloquée temporairement par un clamp. Un petit 
trou est percé par l’insertion d’une aiguille 25 G 5/8 (305122 ; BD, Franklin Lakes, New 
Jersey, États-Unis) courbé à environ 90° et le cathéter de l’implant (TA11PA-C10 ; Data 
Science International, St-Paul, Minnesota, États-Unis) est inséré. Le clamp bloquant la 
circulation vers le corps est retiré afin de positionner le cathéter au niveau de la crosse 
aortique. Le cathéter est attaché à l’artère par deux sutures de soie 4.0. Le transmetteur est 
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ensuite placé dans une poche sous-cutanée, créée avec des ciseaux à bouts ronds, dans le 
flanc droit de l’animal. L’incision cutanée est finalement refermée par des sutures 
résorbables polysorb 4.0 (SL-691 ; Covidien, Mansfield, Massachusetts, États-Unis). La 
figure 14 montre une représentation de l’implantation chirurgicale de la puce de télémétrie.  
Une fois l’implantation terminée, une dose sous-cutanée de 0.1 mg/kg  de 
buprénorphine (Temgesic, Reckitt Benckiser, Mississauga, Ontario [distribution par 
l’Université McGill]), un opioïde semi-synthétique agissant ici comme analgésique, est 
administrée. Le protocole d’analgésie est maintenu pour des intervalles de 6 à 9 heures 
pendant une période de 24 heures suivant la procédure chirurgicale. La chirurgie se fait 
dans un environnement stérile et la souris est maintenue sous une lampe chauffante jusqu’à 
son réveil complet. Une période de 7 à 10 jours de rétablissement est finalement allouée 
avant de débuter les enregistrements. 
 
5.2. Enregistrements des paramètres basaux 
La prise de données s’effectue via le programme d’acquisition Dataquest ART 4.33 
fourni par la compagnie Data Sciences International (DSI). Le protocole d’enregistrement 
pour les paramètres hémodynamiques basaux des souris va comme suit : une période 
d’enregistrement est programmée à toutes les 15 minutes pour une durée totale de 
24 heures. Les puces des souris sont ouvertes magnétiquement afin qu’elles émettent un 
signal AM dont l’onde varie en fonction des paramètres hémodynamiques des animaux. Un 
récepteur pour chaque transmetteur capte le signal AM et le transmet à une matrice qui 
transforme cette onde en données enregistrées. Ces données sont ensuite analysées à l’aide 












Figure 14 : Représentation de l’implantation chirurgicale d’une puce TA11PA-C10 dans la 
crosse aortique d’une souris.  





Après la période de rétablissement, et suite à l’enregistrement des paramètres basaux 
des souris, débute les manipulations afin de produire des courbes doses-réponses à l’ET-1 
et à l’Ang II exogènes chez les animaux conscients. Pour ce faire, les souris sont 
acclimatées à la cage de contention quelques jours avant le début des injections. Les 
enregistrements se font avec un délai de 30 secondes et débutent 5 minutes avant de placer 
la souris dans la cage à contention et se termine 1 heure 30 minutes après l’injection intra-
caudale. La première journée, une injection de 200 μl de saline est administrée par la veine 
caudale. La seconde journée, une nouvelle injection intra-caudale de 200 μl de saline est 
réalisée. Puis au troisième jour une première dose d’ET-1 ou d’Ang II diluée dans un 
volume final de 200 μl de saline est faite. Au sixième jour, une seconde dose d’ET-1 ou 
d’Ang II contenue dans un volume total de 200 μl de saline est injectée dans l’une des 
veines de la queue. Des doses croissantes de 0.00001 à 100 fmol/kg d’ET-1 et des doses de 
0.001 à 100 fmol/kg d’Ang II ont été administrées pour un total de deux doses par animal 
avec un délai de trois jours de récupération entre les doses. Les courbes doses-réponses à 
l’ET-1 et à l’Ang II ont été effectuées avec 6 à 13 animaux par dose. 
Une autre série d’essais a été effectuée avec le même protocole d’enregistrement et 
d’acclimatation, mais avec l’administration de big-ET-1 à une dose de 10 fmol/kg contenue 
dans 200 μl de saline injectée dans la veine caudale chez des souris WT, c’est-à-dire des 
souris C57Bl/6, et des souris mMCP-4 KO pour un total de 7 animaux par type.  
En plus des courbes doses-réponses, une courbe d’inhibition à l’ET-1 est réalisée. Pour 
ce faire, les enregistrements débutent 5 minutes avant la première injection à des intervalles 
de 30 secondes. La souris est ensuite placée dans la cage à contention et un volume de 50 µl 
de véhicule ou d’ABT-627 (atrasentan ; Abbott Laboratories, Abbott Park, Chicago, 
Illinois, États-Unis) à une dose de 0.1 mg/kg, 0.5 mg/kg, 5 mg/kg ou 10 mg/kg est injecté 
dans la veine caudale. L’animal est relâché et 20 minutes de repos sont allouées. L’animal 
est par la suite replacé dans la cage à contention et une injection intra-caudale d’ET-1 
0.1 fmol/kg ou 10 fmol/kg dans 200 µl de saline est faite. L’enregistrement des paramètres 
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hémodynamiques se poursuit pendant 1 heure 30 minutes suivant l’administration de 
l’agoniste.  
Un test de spécificité de l’antagoniste est aussi réalisé. Pour ce faire, une dose de 
5 mg/kg d’ABT-627, ou simplement le véhicule, dans 50 µl de saline est administrée par la 
veine de la queue. Après 20 minutes, une dose de 0.1 fmol/kg d’Ang II contenue dans 
200 µl de saline est injectée à l’animal. Les enregistrements se poursuivent pour une durée 
d’une heure 30 minutes suivant l’administration de l’agoniste. 
Tous les essais avec l’antagoniste, que ce soit la courbe d’inhibition ou les tests de 
spécificité contre l’Ang II, ont été réalisés sur des groupes de 6 à 7 souris pour chaque 
conditions. 
La figure 15 représente une schématisation dans le temps des injections effectuées au 
cours des enregistrements avec les souris conscientes. 
 
5.4. Explantation et stérilisation 
À la fin de chaque expérimentation une nécropsie est réalisée sur tous les animaux afin 
de confirmer l’emplacement du cathéter dans l’artère et ainsi s’assurer qu’il était bien situé 
pour l’ensemble des manipulations réalisées. Ensuite, l’implant est retiré de l’animal en 
prenant soin de ne pas abîmer le cathéter. Toutes les puces sont nettoyées dans une solution 
de Terg-A-Zyme 1% (1304 ; Alconox Inc., White Plains, New-York, États-Unis) pour une 
durée de 4 à 72 heures avant d’être stérilisées dans une solution de glutaraldéhyde 2% 
(O2957-1 ; Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, États-Unis) pour une période de 10 
à 24 heures et finalement rincées dans une solution de saline 0.9% stérile (JF7634 ; Baxter 
Corporation, Toronto, Ontario, Canada) avant d’être rangées dans leur emballage original 














Figure 15 : Représentation schématique des injections et des temps d’enregistrement 




5.5. Analyses  
Toutes les données récoltées sont analysées avec le programme Analysis fourni par la 
compagnie DSI afin d’être importées et compilées dans le logiciel Excel (suite office ; 
Microsoft Corporation, Redmond, Washington, États-Unis) et à l’aide du logiciel GraphPad 
Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Californie, États-Unis). Des calculs sont 
appliqués afin de définir la variation (delta ou ∆) de pression artérielle (PA) suivant 
l’injection des agonistes. Pour ce faire, les paramètres hémodynamiques basaux sont 
déterminés dans la période de 5 minutes précédant les injections. Ces valeurs de base sont 
ensuite soustraites à l’ensemble des données afin d’obtenir une variation de pression 
artérielle ou de rythme cardiaque. Les ∆ pression artérielle moyenne (PAM) maximales 
sont donc définies par la plus forte variation induite par l’administration des peptides 
exogènes dans la période à l’étude, soit les trente premières minutes suivant l’injection 
intraveineuse. Les aires sous la courbe de ces deltas sont déterminées pour chaque 
intervalle de 30 secondes d’enregistrement et la somme de ces aires pour une période de 30 
minutes est effectuée afin d’obtenir la réponse pressive induite par les peptides à l’étude. 
Les doses effectrices médianes (ED50) ont été calculées en ligne par le logiciel BioDataFit 
1.02 (http://www.changbioscience.com/stat/ec50.html ; Chang Bioscience Inc., Castro 
Valley, Californie, États-Unis) à partir des courbes doses-réponses générées au cours 
l’étude. La dose inhibitrice médiane (ID50) de l’atrasentan est calculée à partir de la 
fonction Analyze Data du logiciel GraphPad Prism. 
 
6. MESURE DES PARAMÈTRES HÉMODYNAMIQUES CHEZ DES SOURIS 
ANESTHÉSIÉES 
6.1. Chirurgie 
Les souris sont initialement anesthésiées par une injection intramusculaire d’une dose 
de 87/13 mg/kg d’un mélange de kétamine/xylazine. L’une des veines caudales est canulée 
par l’insertion d’une aiguille 30 G ½ (305106 ; BD, Franklin Lakes, New Jersey, 
États-Unis) montée en papillon avec un tube de polyéthylène PE10 (427401 ; Intramedic
®
, 
Sparks Glencoe, Maryland, États-Unis) reliée à une seconde aiguille sur une seringue de 
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1 ml contenant de la saline 0.9% isotonique. Un morceau de peau d’environ 1 cm2 entre le 
menton et le sternum est retiré afin d’accéder à l’artère carotide. Le vaisseau sanguin est 
isolé et canulé avec un tube de polyéthylène PE10 monté sur une seringue de 1 ml 
contenant une solution saline 0.9% isotonique avec le sang additionnée de 100 U/ml 
d’héparine afin d’éviter la formation de thrombus dans la canule qui pourrait interférer au 
moment des mesures hémodynamiques.  
Au cours de la chirurgie et des enregistrements, des doses de maintien de 29/4 mg/kg 
d’anesthésiant sont administrées par voie musculaire au besoin, selon les réflexes de retrait 
de la patte de l’animal. 
 
6.2. Enregistrements et injections 
 Suite à la chirurgie, la canule introduite dans l’artère carotide est reliée à un 
transducteur de pression qui transmet les différents paramètres hémodynamiques de la 
souris à un analyseur de pression sanguine (Digi-Med, Louisville, Kentucky, États-Unis). 
Cet analyseur est lui-même connecté à un ordinateur et les données sont enregistrées via le 
logiciel DMSI-400 System Integrator (Digi-Med® System Integrator™, Louisville, 
Kentucky, États-Unis).  
 Une fois la souris reliée au système d’enregistrement une période de stabilisation de 
quinze minutes est allouée afin de permettre à l’animal de se remettre du stress causé par la 
chirurgie. De l’ET-1 ou de l’Ang II à des doses de 1 nmol/kg, 0.5 nmol/kg, 0.1 nmol/kg ou 
0.01 nmol/kg diluées dans du PBS et contenues dans un volume total de 200 µl de saline 
sont injectées par voie intraveineuse via la veine caudale. La lecture en continue des 
paramètres hémodynamiques se poursuit jusqu’à 60 minutes ou jusqu’à 40 minutes suivant 
l’injection d’ET-1 ou d’Ang II respectivement. Chaque souris a reçu une dose unique d’un 
seul peptide.  
 Une courbe d’inhibition par l’atrasentan est également effectuée chez l’animal 
anesthésié. Pour ce faire des doses de 0.01 mg/kg, 0.05 mg/kg, 0.1 mg/kg et 0.5 mg/kg 
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d’ABT-627 contenues dans 50 µl de saline sont administrées par la veine caudale. Après un 
délai de 20 minutes, une dose de 0.5 nmol/kg d’ET-1 dans 200 µl de saline est injectée et 
les enregistrements se poursuivent pendant 60 minutes. Lorsque l’expérience est terminée, 
les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale.  
 Les courbes doses-réponses de l’ET-1 et de l’Ang II ainsi que la courbe d’inhibition de 
la réponse à l’ET-1 par l’atrasentan ont été réalisées sur des groupes de 6 à 8 souris. 
La figure 16 montre une représentation dans le temps de la suite d’injections et 




Les données recueillies sont ensuite importées, analysées et compilées dans Microsoft 
Excel. Les ∆ de PA sont déterminées selon le même procéder mathématique que pour les 
résultats en radio-télémétrie, c’est-à-dire que les paramètres hémodynamiques basaux sont 
définis et soustraits à l’ensemble des données pour des intervalles de 30 secondes. Les 
calculs d’aire sous la courbe sont réalisés à l’aide du logiciel GraphPad Prism. Les calculs 
d’ED50 sont réalisés à partir du logiciel en ligne BioDataFit 1.02. L’ID50 de l’ABT-627 est 
calculée à partir de la fonction Analyze Data du logiciel GraphPad Prism. 
 
7. STATISTIQUES 
Tous les résultats présentés sont exprimés en moyenne ± SEM pour un nombre défini 
d’expériences individuelles. Les analyses statistiques ont été réalisées pour des 
comparaisons entre deux groupes selon la méthode du test t de Student. La différence entre 
deux groupes de résultats a été considérée comme significative lorsque la valeur p du test 














Figure 16 : Représentation schématique des injections et des enregistrements réalisés dans 





1. CONFIRMATION DU GÉNOTYPE DES SOURIS 
Le génotypage permet de valider l’expression ou la répression d’un gène d’intérêt dans 
l’ADN, dans le cas-ci à partir de l’ADN extrait des bouts de queues de souris. Les amorces 
s’hybrident, lors du processus de PCR, sur les allèles sauvages des souris C57Bl/6. Une 
bande dont la taille est de 900 pbs est alors visible lorsque les produits de PCR sont mis à 
migrer sur un gel d’agarose tel que montré à la figure 17. Cette bande n’est pas visible chez 
les souris mMCP-4 KO. L’utilisation d’une amorce « neo » va permettre l’amplification 
des allèles mutés produisant donc un produit de PCR de 380 pbs. Ainsi le génotype des 

























Figure 17 : Validation du génotype des souris sauvages et des souris mMCP-4 KO.  




2. ÉTUDE CINÉTIQUE DE LA mMCP-4 RECOMBINANTE 
2.1. Purification de l’enzyme recombinante 
Au cours du processus de clonage, une validation de la présence de la mMCP-4 dans 
les sécrétions des cellules S2 dans le milieu de culture a été réalisée. Cette validation 
consiste à faire un immunobuvardage de type western à partir des protéines contenues dans 
l’extrait brut. L’enzyme ayant été clonée à un poids moléculaire de 27 kDa. Comme le 
montre la figure 18 les échantillons contiennent la mMCP-4 dont la construction inclue des 
étiquettes V5 et poly-histidine pour des fins de validation et d’outil de purification.  
À la fin du processus de purification, par le principe d’encombrement stérique 
(superdex), plusieurs fractions ont été récoltées. Il est donc nécessaire de procéder à un 
Western blot afin de déterminer dans lesquelle de ces fractions se trouve notre enzyme 
recombinante. Une coloration au bleu de Coomassie permet de visualiser l’efficacité du 
transfert des protéines contenues dans le gel de polyacrylamide vers la membrane de PDVF 
au cours de l’expérimentation. La figure 19 montre le résultat de cette analyse. Les 
fractions 63 à 75 ont été sélectionnées ; il s’agit de celles dans lesquelles se trouve la plus 
grande concentration de la mMCP-4 recombinante pure, et mises en commun pour la suite 














Figure 18 : Immunobuvardage de type western de l’extrait brut de protéines sécrétées par 
les cellules S2 ayant intégré la mMCP-4 dans son génome.  
La détection s'est effectuée avec des anticorps dirigés contre les étiquettes A) V5 et 
B) poly-histidine introduites au moment de la construction du vecteur de la mMCP-4 au 












Figure 19 : Immunobuvardage Western suivant la purification par le principe d’exclusion 
stérique de la mMCP-4 recombinante dont le poids moléculaire est de 27 kDa.  
A) Détection de la protéine par l'anticorps dirigé contre l'étiquette V5 de la construction et 





2.2. Titration de l’enzyme active 
La mMCP-4 obtenue suite au clonage et à la purification, à partir des sécrétions dans le 
milieu de culture par les cellules de drosophile utilisées pour l’expression de l’enzyme 
d’intérêt, est sous une forme inactive. Ainsi elle doit subir le clivage d’un dipeptide en 
N-terminal par la cathepsine C dans le cas de notre étude. Puisque l’efficacité d’activation 
de la chymase par la cathepsine C est inconnue et qu’il est primordial de connaître la 
concentration d’enzyme active dans le milieu réactionnel des essais enzymatiques 
subséquents, une titration de la chymase a été réalisée. Cette titration a été faite par 
l’utilisation du substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-CMK dans un essai de fluorescence 
impliquant une concentration de substrat fluorogénique Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC de 
10 μM. La figure 20 montre la courbe de fluorescence que nous avons obtenue en fonction 
des concentrations de substrat inhibiteur CMK utilisées. Puisqu’il est connu que le substrat 
CMK inhibe les enzymes de types chymotrypsine dans un ratio 1 mole pour 1 mole, la 
concentration de substrat inhibiteur pour laquelle la courbe de titration croise l’axe des 
abscisses indique la concentration d’enzyme active dans la réaction. Cette concentration est 




2.3. Évaluation de l’activité de type chymotrypsine de la mMCP-4 recombinante 
La chymase est une enzyme connue pour avoir une activité catalytique qui s’apparente 
à celle de la chymotrypsine. Il est donc aisé d’évaluer cette activité par l’utilisation d’un 
substrat AMC pouvant être clivé par les enzymes de type chymotrypsine. Ce faisant nous 
pouvons valider l’activité de l’enzyme mMCP-4 clonée et purifiée dans notre laboratoire. 
Le profil d’émission de fluorescence, pour une durée de 20 minutes, par la molécule 
d’AMC suivant le clivage du substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC (10 μM) par la chymase 
recombinante est montré à la figure 21. Cette activité est abolie par l’ajout de 10 μM de 
TY-51469, un inhibiteur spécifique des chymases, dans le milieu de la réaction 











Figure 20 : Titration de la mMCP-4 recombinante active dans le milieu réactionnel 
effectuée dans un essai de fluorescence par l’utilisation du substrat inhibiteur Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-CMK contre 10 µM de substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC. 



















Figure 21 : Évaluation de l’activité de type chymotrypsine de la mMCP-4 recombinante 
mesurée par l’émission de fluorescence de la molécule AMC libérée suite au clivage du 




2.4. Quantification in vitro de la conversion de big-ET-1 mesurée par HPLC 
Pour déterminer l’activité hydrolytique que possède la chymase recombinante clonée 
dans le laboratoire sur le précurseur de l’ET-1, l’enzyme, une fois activée, a été incubée 
avec 16.67 μM de big-ET-1. Le produit de cette incubation a été filtré et analysé par HPLC 
afin de déterminer les composés issus de la réaction hydrolytique. Le calcul d’aire sous la 
courbe des pics résultant de la séparation des différents intermédiaires issus de la 
conversion de la big-ET-1 par la mMCP-4 recombinante indique la quantité arbitraire de 
ces intermédiaires dans le milieu de la réaction catalytique. La figure 22 présente l’aire sous 
la courbe des pics de big-ET-1 et d’ET-1 (1-31) obtenus par HPLC. La production 
d’ET-1 (1-31) à partir du clivage de la big-ET-1 par la chymase est abolie en présence de 
TY-51469 dans le milieu de la réaction catalytique comme le montre les colonnes de droite 
de la figure 22a).  
Des contrôles de l’activité hydrolytique de la mMCP-4 recombinante sur l’ET-1 (1-31) 
et l’ET-1 ont également été réalisés. L’enzyme active a donc été incubée en présence de 
3.22 µM d’ET-1 (1-31) ou d’ET-1 pour une durée de 20 minutes. Suite aux filtrations, les 
échantillons ont été placés sur HPLC et les niveaux de peptides ont été évalués par le calcul 
d’aire sous la courbe des pics obtenus et comparés avec des échantillons contrôles n’ayant 
pas subi d’incubation avec l’enzyme. Comme montré aux figures 22b) et c), la mMCP-4 
recombinante ne possède pas la capacité d’hydrolyser l’ET-1 (1-31) ou l’ET-1 
puisqu’aucun autre intermédiaire n’est apparu sur le spectre de HPLC et que les niveaux 










Figure 22 : Quantification de l’activité hydrolytique de la mMCP-4 recombinante sur A) la 
big-ET-1 en ET-1 (1-31) en absence ou en présence de 10 μM de TY-51469, B) sur 
l’ET-1 (1-31) et C) sur l’ET-1. 
Les résultats sont présentés en unités arbitraires d’aire sous la courbe des pics obtenus sur 
HPLC. Chaque colonne représente la moyenne ± SEM pour n = 7 big-ET-1 + véhicule, 




2.5. Courbe standard de AMC  
Certaines figures présentées dans mon mémoire montrent des résultats de fluorescence 
émise par le substrat utilisé lorsque celui-ci est clivé par une enzyme de type 
chymotrypsine, dans le cas ici la chymase mMCP-4. Ces résultats sont donc normalement 
exprimés en unité arbitraire de fluorescence. Afin de décrire les résultats avec des unités 
comparables à la littérature, ceux-ci doivent être exprimés en unité molaire. Pour 
« transférer » les unités de fluorescence en unité molaire, une courbe standard d’AMC a été 
réalisée (figure 23). Puisque la concentration d’AMC est connue pour chaque lecture de 
fluorescence, il devient facile de calculer, pour l’ensemble des résultats, des valeurs en 
molaire grâce à l’équation 2 obtenue à partir de la régression linéaire de la courbe standard.  
 
Équation 2 : y = 141508x-156.3  
où x = la concentration d’AMC  




























2.6. Détermination des constantes cinétiques pour le substrat 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC 
L’étude et la caractérisation d’une enzyme passent par la détermination des constantes 
cinétiques de celle-ci pour un ou des substrats spécifiques. Dans le cas de cette étude, 
l’enzyme d’intérêt se trouve être la mMCP-4, une chymase contenue dans les granules de 
sécrétion des CTMC. Cette enzyme est de type michaélienne, c’est-à-dire que le substrat se 
lie avec l’enzyme pour former un intermédiaire, cet intermédiaire se dissocie afin de donner 
un produit et l’enzyme est finalement régénérée. Ce type d’enzyme permet la détermination 
des constantes de Michaelis-Menten (KM) aussi connu comme étant la constante d’affinité, 
d’efficacité (kcat) et de spécificité (kcat/KM) pour un substrat particulier à partir de la courbe 
de Michaelis-Menten. Afin de déterminer les vitesses initiales de réaction pour différentes 
concentrations de substrat les essais sont réalisés dans des conditions saturantes, 
c’est-à-dire que la concentration d’enzyme initiale est très faible par rapport aux 
concentrations de substrat. Lorsque la concentration de substrat est relativement faible, la 
vitesse initiale (Vi) de la réaction enzymatique augmente de façon linéaire. L’accroissement 
des concentrations de substrat rompt cette linéarité et la vitesse initiale augmente moins 
rapidement jusqu’à l’atteinte d’un plateau pour lequel l’enzyme devient saturée. Ce plateau 
correspond à la vitesse maximale (Vmax) de la réaction enzymatique. Cette valeur limitante 
est de 1.044 X 10
-8
 ± 0.0268 M X sec
-1
 dans le cas de la mMCP-4 recombinante pour le 
substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC. La figure 24 correspond à la courbe de 
Michaelis-Menten de la rmMCP-4 pour le clivage du substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC. 
La constante KM, un indicateur de l’affinité de l’enzyme pour un substrat donné, 
correspond à la concentration de substrat afin d’obtenir la moitié de la vitesse maximale. 
Dans les conditions expérimentales utilisées dans cette partie de l’étude, le KM est de 
56.96 ± 6.714 μM. L’efficacité de la réaction enzymatique entre la mMCP-4 recombinante 
et le substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC est décrite par le kcat. Cette constante représente 
le nombre maximal de molécules de substrat converties en produit par le site actif de 
l’enzyme, par unité de temps. Le kcat correspond donc à la vitesse maximale divisée par la 





 pour la réaction décrite ici. La constante de spécificité (kcat/KM) est alors 




 X μM-1. 
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2.7. Détermination des constantes cinétiques pour les substrats big-ET-1 et Ang I 
Tous les mécanismes des réactions biochimiques impliquant la rmMCP-4 décrits 
précédemment ont été réalisés pour un substrat émettant de la fluorescence lorsque la 
molécule d’AMC contenue dans le substrat est clivée de la séquence peptidique du reste de 
la molécule par l’activité hydrolytique de la chymase. Se faisant, la détermination des 
vitesses de réaction s’effectue par la détection de la fluorescence. La cinétique enzymatique 
permet de décrire quantitativement les propriétés catalytiques des enzymes. Il est donc 
possible de réaliser une étude cinétique pour des substrats n’émettant pas de fluorescence, 
par exemple la big-ET-1 ou l’Ang I. Il faut donc procéder aux mesures biochimiques par 
une méthode d’analyse des produits de la réaction enzymatique sans avoir recours à la 
fluorescence. Pour cette portion de l’étude, l’analyse des produits des réactions s’est 
effectuée par spectrométrie de masse à l’aide d’un Triple-TOF. Les quantités de produit 
mesurées ont pu être déterminées à partir des courbes standards également réalisées par 
Triple-TOF. Les courbes de vitesse initiale de la réaction enzymatique selon les différentes 
concentrations de substrats, soit les courbes de Michaelis-Menten, de la big-ET-1 et de 
l’Ang I clivées par la mMCP-4 recombinante se trouvent à la figure 25. La concentration 
d’enzyme initiale pour ces essais était de 1.60 X 10-7 M. La raison pour laquelle cette 
concentration diffère par rapport aux essais effectués pour le substrat fluorogénique est que 
la détection par Triple-TOF possède une sensibilité se rapprochant d’un ELISA et permet 
donc la mesure de concentrations plus faibles de produits tout en ayant comme avantage 
l’analyse de plusieurs produits simultanément. La vitesse maximale du mécanisme 
enzymatique contre la big-ET-1 est de 8.207 X 10
-9
 ± 0.0701 M X sec
-1
. La constante 
d’affinité pour ce substrat est donc de 23.43 ± 5.314 µM. Les constantes catalytique et de 











 respectivement. La vitesse maximale de la réaction enzymatique 
contre l’Ang I est de 2.38 X 10-8 ± 0.18 M X sec-1 pour une même concentration d’enzyme 
initiale activée. Ce faisant les constantes d’affinité, catalytique et de spécificité sont de 
19.31 ± 3.16 μM, 0.149 sec-1 et 7.70 X 10-3 μM-1 X sec-1 respectivement.  
Le tableau 9 présente un résumé comparatif des différentes constantes cinétiques de la 








Figure 24 : Représentation de Michaelis-Menten de l’activité catalytique se produisant 
entre le substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC et la mMCP-4 recombinante activée. 














Figure 25 : Courbe de Michaelis-Menten pour la mMCP-4 recombinante activée dont les 
quantités de produits ont été mesurées par Triple-TOF à partir du substrat A) big-ET-1 et 
B) Ang I. 
Chaque point montre la moyenne ± SEM de 6 et 5 expériences individuelles respectivement 
pour les concentrations de 26, 15, 7.5, 4.5 et 0.75 µM et de 1.5 µM pour les essais avec la 











Tableau 9 : Constantes cinétiques de la chymase murine recombinante pour les substrats 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC, big-ET-1 et Ang I. 
Substrat/Constantes 
cinétiques 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC big-ET-1 Ang I 
[E0]active (M) 8.01 X 10
-7
 1.60 X 10
-7
 1.60 X 10
-7
 
Vmax (M X sec
-1
) 1.04 X 10
-8
 ± 0.03 8.207 X 10
-9




KM (µM) 56.96 ± 6.714 23.43 ± 5.314 19.31 ± 3.16 
kcat (sec
-1
) 1.303 X 10
-2












 2.189 X 10
-3






3. ÉTUDE CINÉTIQUE DE LA mMCP-4 MASTOCYTAIRE 
3.1. Titration des enzymes de type chymotrypsine active 
La détermination de la concentration enzymatique initiale dans un essai est essentielle 
pour identifier les constantes cinétiques spécifiques de ladite enzyme pour un substrat 
donné. Or la quantité de mMCP-4 provenant d’extrait soluble de mastocytes purifiés n’est 
pas connue. Pour ces deux raisons, l’utilisation d’un substrat CMK nous a permis de 
réaliser une titration de cette quantité d’enzyme. En effet, il est connu que le substrat 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-CMK peut se faire cliver par des enzymes de type chymotrypsine ; 
dans le cas particulier de ce mémoire, par la chymase. Une fois clivée, la molécule de CMK 
demeure « coincée » dans le site catalytique de l’enzyme et donc inhibe cette dernière de 
façon irréversible. Cette inhibition se produit selon un ratio d’une mole de substrat CMK 
pour l’inhibition d’une mole d’enzyme. Un essai enzymatique avec le substrat 
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC pour lequel les extraits granulaires solubles provenant de 
mastocytes péritonéaux avaient été précédemment incubés avec le substrat inhibiteur a été 
réalisé. La concentration initiale d’enzymes contenues dans l’essai correspond donc à la 
concentration de substrat CMK pour laquelle la courbe intercepte l’axe des abscisses, 
c’est-à-dire 1.75 X 10-7 M.  
 
3.2. Mesure de l’activité enzymatique de type chymotrypsine 
La figure 26 présente le profil d’activité enzymatique des enzymes de type 
chymotrypsine contenues dans les extraits solubles issus des granules de mastocytes 
purifiés à partir de lavages péritonéaux de souris de type sauvage et de souris de type 
mMCP-4 KO. Cette activité est évaluée par la mesure de la fluorescence émise par la 
molécule d’AMC suite au clivage du substrat Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (10 µM) par une 
enzyme dont l’activité catalytique s’apparente à celle de la chymotrypsine. La répression 
génétique de la mMCP-4 abolit l’activité hydrolytique de type chymotrypsine contenue 
dans les extraits granulaires. De même, l’emploi d’une concentration de 10 μM de 
TY-51469 dans les extraits provenant de souris de type sauvage permet l’abolition du 
signal fluorescent correspondant à une activité enzymatique de type chymotrypsine. Ces 
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résultats confirment que le contenu granulaire des mastocytes péritonéaux contient 
uniquement une enzyme de type chymotrypsine, la chymase et plus spécifiquement la 
mMCP-4.  
 
3.3. Quantification par HPLC de l’activité hydrolytique sur la big-ET-1 
L’évaluation des quantités de big-ET-1 et d’ET-1 (1-31) suivant une incubation de 
big-ET-1 (16.67 μM) avec la préparation issue des mastocytes péritonéaux murins a été 
réalisée par HPLC. La figure 27a) montre la quantification arbitraire de la big-ET-1 des 
essais dont les mastocytes provenaient de souris de type sauvage en absence ou en présence 
d’un prétraitement avec le TY-51469 ou d’enzymes mastocytaires de souris mMCP-4 KO. 
La diminution de la quantité de big-ET-1 observée dans les essais de conversion avec les 
échantillons de souris de type sauvage non traités avec le TY-51469 peut s’expliquer par la 
conversion en ET-1 (1-31), dont les résultats de quantification se trouvent à la figure 27b). 
En effet, seuls les essais réalisés avec les contenus granulaires des mastocytes de souris 





















Figure 26 : Activité enzymatique de type chymotrypsine mesurée en absence ou en 
présence de TY-51469 (10 μM) dans des extraits solubles des granules de sécrétion des 













Figure 27 : Quantification arbitraire de la conversion in vitro de A) la big-ET-1 en 
B) ET-1 (1-31) par des homogénats granulaires issus de mastocytes péritonéaux purifiés de 
souris de type sauvage, en absence ou en présence d’un traitement au TY-51469, ou de 
souris mMCP-4 KO. 
Les résultats présentés sont en unités d’aire sous la courbe des pics de HPLC. Chaque 
bande représente la moyenne ± SEM pour n = 5 WT ; n = 4 WT + TY-51469 ; n = 4 




3.4. Détermination des constantes cinétiques pour le substrat 
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC 
Comme il a été décrit précédemment, la mMCP-4 est une enzyme de type 
michaélienne. La courbe de Michaelis-Menten pour la mMCP-4 issue des mastocytes 
péritonéaux de souris C57Bl/6 (souris sauvage) contre le substrat fluorogénique 
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC est montrée à la figure 28. Comme mentionné à la section 3.1 
des résultats, la concentration d’enzyme active initiale utilisée dans les essais est de 
1.75 X 10
-7
 M. En déterminant la vitesse de réaction initiale pour chaque concentration de 
substrat il est possible de dresser la courbe de Michaelis-Menten dans laquelle l’atteinte du 
plateau indique la vitesse maximale de la réaction. Dans le cas de la mMCP-4 pour le 
substrat fluorogénique Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, la vitesse maximale est de 
4.06 X 10
-10
 ± 0.01 M X sec
-1
. Il a déjà été fait mention à la section 2.6 des résultats qu’il 
est possible de définir la constante de Michaelis (KM) par la détermination de la 
concentration de substrat nécessaire pour obtenir une vitesse initiale correspondant à la 
moitié de la Vmax, dans ce cas-ci le KM est de 26.30 ± 3.037 μM. En connaissant les valeurs 
de concentration d’enzyme initiale et la vitesse maximale de la réaction il est possible de 




. Il est alors possible de déterminer la 





















Figure 28 : Représentation de Michaelis-Menten montrant la vitesse initiale de réaction 
selon la concentration du substrat fluorogénique Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC. 


















Tableau 10 : Constantes cinétiques de la mMCP-4 mastocytaire contre le substrat 
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC. 
Constantes cinétiques/substrat Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC 
[E0]active (M) 1.75 X 10
-7
 
Vmax (M X sec
-1
) 4.06 X 10
-10
 ± 0.01 
KM (µM) 26.30 ± 3.037 
kcat (sec
-1













3.5. Quantification in vitro de la conversion, par la mMCP-4 mastocytaire, de la 
big-ET-1 évaluée par Triple-TOF 
Pour qualifier et quantifier l’activité hydrolytique que possède la chymase mastocytaire 
sur le précurseur de l’ET-1, l’extrait granulaire a été incubé avec 5 μM de big-ET-1. Une 
fois la réaction arrêtée par l’ajout de la solution stop, les produits de cette incubation ont été 
analysés par LC-MS/MS/TOF afin de déterminer les composés issus de la réaction 
hydrolytique. Le calcul d’aire sous la courbe des pics du chromatogramme résultant de la 
séparation des différents intermédiaires provenant de la maturation de la big-ET-1 par la 
mMCP-4 issue des mastocytes péritonéaux indique la quantité de ces intermédiaires dans le 
milieu de la réaction catalytique. Ces quantités sont déterminées à partir de la courbe 
standard d’ET-1 (1-31). La figure 29 montre la quantification d’ET-1 (1-31) obtenue par 
l’activité hydrolytique de la chymase sur la big-ET-1. Cette production, à partir du clivage 
de la big-ET-1 par la chymase, est abolie en présence d’un inhibiteur spécifique des 
























Figure 29 : Quantification par Triple-TOF de l’activité hydrolytique de la mMCP-4 purifiée 
à partir de mastocytes péritonéaux de souris sauvages ou mMCP-4 KO sur la big-ET-1 par 
la mesure de l’ET-1 (1-31) produite en absence ou en présence de TY-51469. 




4. ÉTUDE HÉMODYNAMIQUE EN RÉPONSE À DES AGENTS 
VASOCONSTRICTEURS IN VIVO 
4.1. Effet de l’invalidation du gène mMCP-4 dans la réponse pressive obtenue à 
l’injection de big-ET-1 ou d’ET-1 chez la souris consciente 
Comme il a déjà été démontré au laboratoire, la répression génique de la mMCP-4 
réduit la variation de pression artérielle moyenne associée à l’injection de big-ET-1 par 
voie veineuse chez des souris anesthésiées mais pas celle en réponse à l’ET-1. Toujours 
dans l’objectif de caractériser la mMCP-4, des injections de big-ET-1 ont été réalisées chez 
des souris de type sauvage et mMCP-4 KO instrumentées en radio-télémétrie. Comme le 
montre la figure 30a), la délétion du gène mMCP-4 réduit d’environ 80% la réponse à 
l’administration de big-ET-1 sans avoir d’impact sur la réponse suite à l’injection d’ET-1. 
Il faut toutefois noter que la dose de big-ET-1 utilisée avec les souris conscientes est réduite 
de 4 unités logarithmiques par rapport à ce qui avait déjà été utilisé pour l’étude sur la 
souris anesthésiée et une réduction de 6 unités logarithmiques pour la dose d’ET-1. Les 
figures 30b) à d) ainsi que la figure 31 montrent les profils dans le temps des différents 
paramètres hémodynamiques étudiés suivant l’administration des agonistes chez les deux 












Figure 30 : A) Variation de la pression artérielle moyenne maximale et profil cinétique des 
PA B) moyenne, C) systolique et D) diastolique en réponse à une injection de big-ET-1 
(10 fmol/kg) ou d’ET-1 (0.1 fmol/kg) chez des souris WT ou mMCP-4 KO conscientes. 
Chaque bande et chaque courbe représente la moyenne ± SEM de 7 et 8 souris sauvages et 












Figure 31 : Profil cinétique du rythme cardiaque suivant l'administration i.v. de big-ET-1 
10 fmol/kg (panneau de gauche) ou d'ET-1 0.1 fmol/kg (panneau de droite) chez des souris 
instrumentées en radio-télémétrie. 
Chaque courbe représente la moyenne ± SEM pour 7 et 8 souris C57Bl/6 et 7 et 10 souris 




4.2. Courbes doses-réponses de l’ET-1 chez les souris anesthésiées et conscientes 
Étant donné la différence des doses devant être employées chez les souris conscientes 
par rapport à celle pour les souris anesthésiées, une étude plus approfondie en lien avec 
l’hypersensibilité des souris conscientes en réponse à ce peptide a été réalisée. Des mesures 
de pression artérielle ont donc été faites chez des souris anesthésiées avec un mélange de 
kétamine/xylazine. Certains anesthésiants sont reconnus pour avoir des effets 
cardio-dépresseurs sur les animaux selon les récepteurs sur lesquels ils agissent et la 
localisation de ces récepteurs dans le système cardiovasculaire. Ainsi des mesures de 
variation de pression artérielle induite par l’injection d’ET-1 par voie veineuse, en utilisant 
la veine caudale, ont été réalisées. L’impact de l’agent anesthésiant peut être évalué par 
l’utilisation de la radio-télémétrie, une technologie actuelle offrant la possibilité de mesurer 
les réponses pressives chez des souris conscientes. Comme montré à la figure 32, les 
réponses obtenues suite à l’administration d’ET-1 chez les souris conscientes ou 
anesthésiées sont doses-dépendantes. De plus, il est possible d’observer une différence 
d’environ 5 unités logarithmiques pour l’obtention d’une réponse moyenne similaire. 
 
Malgré cette grande sensibilité à l’agoniste chez les animaux conscients, le profil de 
réponse dans le temps suivant l’administration d’une dose moyenne d’ET-1, soit 
0.1 fmol/kg chez les animaux en télémétrie ou 0.5 nmol/kg chez les souris en anesthésie 
profonde, n’est pas différent selon l’état de conscience de la souris au moment des 
injections. Ces profils sont montrés à la figure 33. Les réponses maximales observées sont 













Figure 32 : Courbes doses-réponses de la ∆PAM maximale induite par l’administration 
intraveineuse, via la veine caudale, d’ET-1. 
Courbe réalisée chez des souris C57Bl/6 anesthésiées avec de la kétamine/xylazine ou 
conscientes instrumentées en radio-télémétrie. Chaque point représente la moyenne ± SEM 


















Figure 33 : Profil de la réponse pressive suivant l’administration i.v. d’ET-1 dans le temps 
chez A) des souris conscientes pour une dose de 0.1 fmol/kg ou B) des souris anesthésiées 
pour une dose de 0.5 nmol/kg. 





4.3. Évaluation de la réponse pressive induite par l’Ang II exogène chez les souris 
anesthésiées et conscientes 
En raison de la très grande sensibilité associée à l’administration intra-caudale d’ET-1 
lorsque l’expérimentation est réalisée chez un animal conscient, le même exercice a été 
exécuté pour un autre peptide vasoconstricteur, l’Ang II. À nouveau les réponses obtenues 
chez les souris anesthésiées et conscientes sont doses-dépendantes. Un peu de la même 
façon que pour l’endothéline-1, les souris sont plus sensibles à l’administration veineuse du 
second peptide lorsqu’elles sont éveillées, bien que l’hypersensibilité soit légèrement moins 
accrue qu’en présence d’ET-1 exogène. Les courbes doses-réponses suivant 
l’administration d’Ang II se trouvent à la figure 34.  
 
Contrairement à ce que nous avons observé avec l’ET-1, le profil temps-réponse à 
l’Ang II est différent si l’animal est conscient versus une souris anesthésiée comme le 
montre la figure 35. En effet, la réponse à une dose de 0.5 nmol/kg du peptide est très 
rapide chez l’animal endormi et les paramètres hémodynamiques reviennent à un niveau 
basal en peu de temps comparativement à ce qui est obtenu avec une dose de 1 fmol/kg 

















Figure 34 : Courbes doses-réponses de l’augmentation de pression artérielle moyenne 
maximale obtenue suite à l’administration de doses croissantes d’Ang II exogène par la 
veine caudale chez des animaux en anesthésie profonde ou instrumentés en télémétrie. 


















Figure 35 : Courbes temps-réponses post-injection i.v. d’Ang II chez A) des souris 
conscientes pour une dose de 1 fmol/kg ou B) des souris anesthésiées pour une dose de 
0.5 nmol/kg. 




4.4. Étude préliminaire du rôle de la technique d’enregistrement des paramètres 
hémodynamiques dans l’hypersensibilité de la réponse à l’ET-1 exogène 
Puisque les souris conscientes ont montré une sensibilité accrue en réponse aux deux 
peptides vasoconstricteurs utilisés dans le cadre de mon étude, nous nous sommes 
interrogés sur l’impact du changement de technique de mesure des paramètres 
hémodynamiques entre les deux groupes de souris.  
Ainsi, un essai préliminaire chez la souris instrumentée en radio-télémétrie anesthésiée 
a été réalisé avec deux doses d’ET-1 administrées par la veine jugulaire. Afin de réaliser ce 
test, les souris ont été instrumentées et ont subi la même procédure post chirurgicale telle 
qu’indiqué à la section 5.1 du « matériels et méthodes ». Les souris ont ensuite été à 
nouveau anesthésiées avec de la kétamine/xylazine avant de subir une seconde chirurgie 
pour permettre la canulation de la veine jugulaire. Suite à une stabilisation de 15 minutes, 
comme lors des essais sur les souris anesthésiées dont l’appareil Digimed a été utilisé pour 
la détection des pressions artérielles et du rythme cardiaque, une injection d’ET-1 a été 
réalisée et les paramètres de la souris ont été enregistrés toutes les 30 secondes par le 
logiciel d’acquisition fourni par la compagnie DSI. Comme montrées à la figure 36, les 
variations de PAM induites par l’administration d’une dose de 0.1 nmol/kg d’ET-1 par la 
veine jugulaire chez des souris en télémétrie ou dont les paramètres hémodynamiques ont 
été acquis par l’appareil Digimed ne sont pas significativement différentes. Cependant, la 
réponse à 0.5 nmol/kg est significativement plus grande lorsque mesurée par télémétrie. 
Cette figure nous permet surtout de mettre en évidence la grande différence de doses d’ET-
1 nécessaires pour induire des variations de PAM équipotentes chez les souris conscientes 
par rapport à celles anesthésiées, et ce, par la même méthode d’enregistrement. Cet essai, 
sur un nombre restreint d’animaux, laisse suggérer que la méthode de détermination des 
paramètres hémodynamiques des souris n’explique pas la sensibilité de réponses aux 














Figure 36 : Variation de la pression artérielle moyenne induite par l'administration d’ET-1 
chez des souris de type sauvage anesthésiées dont les mesures hémodynamiques ont été 
réalisées par radio-télémétrie ou par Digimed ou chez des souris WT conscientes.  
Chaque bande correspond à la ∆PAM maximale moyenne ± SEM de 4 à 15 expériences. Le 





4.5. Détermination de l’ID50 pour un antagoniste des récepteurs ETA 
Suite à la constatation que des souris conscientes avaient une hypersensibilité à 
l’administration exogène de deux puissants peptides vasoconstricteurs, il a été d’intérêt de 
compléter cette partie de mon étude par la détermination de la dose inhibitrice médiane 
(ID50) d’un antagoniste chez les deux groupes de souris. Chez les souris anesthésiées, l’ID50 
pour l’atrasentan (ABT-627) est de 0.2101 mg/kg contre une dose de 0.5 nmol/kg d’ET-1. 
Comme montré à la figure 37, une dose un peu plus forte d’antagoniste 
(ID50 = 0.8236 mg/kg) est nécessaire chez la souris en télémétrie afin de réduire de moitié 
la réponse à une injection i.v. d’ET-1 0.1 fmol/kg. Un essai supplémentaire a été réalisé 
afin de vérifier la validité de l’ID50 mesurée à partir des courbes d’inhibition présentées à la 
figure 37 avec une dose d’ET-1 plus élevée, soit 10 fmol/kg. La figure 38 montre qu’une 
dose d’ABT-627 de 0.5 mg/kg inhibe environ 45% de la réponse pressive induite par 
l’administration d’un bolus de 10 fmol/kg d’ET-1. Ce dernier résultat correspond à ceux 
montrés dans la courbe d’inhibition et confirme la validité de l’ID50 calculé contre une dose 
de 0.1 fmol/kg d’ET-1, soit 0.8236 mg/kg. L’utilisation d’une dose à 5 mg/kg d’ABT-627 
contre une injection de 0.1 fmol/kg d’Ang II ne réduit pas la réponse au peptide (figure 39), 
démontrant la spécificité de l’antagoniste et attestant que l’hypersensibilité de la réponse 

















Figure 37 : Courbes d’inhibition par l’ABT-627 de la réponse pressive induite par 
l’administration i.v. d’une dose de 0.5 nmol/kg d’ET-1 chez des souris anesthésiées ou de 
0.1 fmol/kg d’agoniste chez la souris consciente. 
Chaque point correspond au pourcentage moyen d’inhibition calculé à partir de l’aire sous 

















Figure 38 : Validation de l'inhibition de la réponse pressive induite par une dose plus élevée 
d’ET-1, soit 10 fmol/kg, par l'ABT-627 chez des souris sauvages instrumentées en 
radio-télémétrie. 
Chaque bande correspond à l'aire sous la courbe moyenne ± SEM de la réponse pressive 
induite par l’administration i.v. de l’agoniste pour une période de 30 minutes chez 7 souris 












Figure 39 : Évaluation de la spécificité de l’antagoniste ABT-627 contre une dose d’Ang II 
de 0.1 fmol/kg. 
Chaque bande correspond à l’aire sous la courbe moyenne ± SEM calculée sur une période 





1. PRODUCTION D’ET-1 (1-31) TY-51469 SENSIBLE IN VITRO 
La première section de la discussion traitera de la capacité de la protéase mastocytaire 
de type 4 (mMCP-4) à générer l’intermédiaire ET-1 (1-31) à partir du précurseur big-ET-1 
par le biais d’une hydrolyse sensible à un inhibiteur de la chymase. Nous avions suggéré 
comme hypothèse expérimentale que similairement à la même enzyme extraite des 
mastocytes de souris, la mMCP-4 recombinante possède la capacité d’hydrolyser la 
big-ET-1 pour produire de l’ET-1 (1-31). 
La capacité de l’isoforme 4 murine de la chymase à produire de l’ET-1 (1-31) à partir 
de la big-ET-1 a déjà été montrée, par le laboratoire, avec des extraits solubles tissulaires 
(Houde et al., 2013). Il faut toutefois mentionner que les résultats présentés par Houde et 
al., demeurent partiels. En effet, l’activité de type chymotrypsine mesurée dans les extraits 
d’enzymes solubles tissulaires n’est pas abolie par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique 
des chymases ou même par la répression génique de la mMCP-4. Cette activité résiduelle 
est attribuable à d’autres enzymes présentes dans les extraits et ayant une activité qui 
s’apparente à celle de la chymotrypsine, comme les mMCP-1 et -2. Il est à noter que ces 
deux dernières isoformes ne sont pas retrouvées dans les CTMC, mais plutôt dans les MMC 
(Chugunova, 2004; Pejler et al., 2007). Ainsi malgré que les mMCP-1 et -2 présentent une 
activité de type chymase, celles-ci n’ont pas la même distribution tissulaire que la mMCP-4 
et ne présentent pas les mêmes spécificités de clivage et d’expression (Pemberton et al., 
2003; Andersson et al., 2008b; Pejler et al., 2010). 
En focalisant sur la conversion de la big-ET-1 en ET-1 (1-31) présentée dans la plus 
récente étude du laboratoire (Houde et al., 2013), il est possible de constater que l’activité 
enzymatique de type chymotrypsine résiduelle mesurée par fluorescence ne semble pas 
impliquée dans la conversion de la big-ET-1. En effet, malgré une détection, en 
fluorescence, d’une activité de type chymotrypsine d’environ 60 à 80% dans les extraits 
solubles tissulaires traités avec le TY-51469 ou issus de souris mMCP-4 KO, aucune 
conversion de big-ET-1 en ET-1 (1-31) n’a été mesurée par HPLC dans ces mêmes extraits. 
Ceci laisse donc supposer qu’il existe une (ou des) autre(s) enzyme(s) présentant une 
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activité similaire à la chymotrypsine, donc à la chymase, dans les organes à l’étude. 
Toutefois, cette (ou ces) autre(s) enzyme(s) n’est (ne sont) pas impliquée(s) dans la 
biosynthèse de l’endothéline-1. 
Les extraits enzymatiques utilisés dans le cadre de ma maîtrise sont très purs. Les 
purifications ayant mené à l’isolation de la mMCP-4 recombinante permettent d’obtenir 
une enzyme pure à approximativement 99%. Quant à l’isolation des extraits granulaires des 
mastocytes péritonéaux, nous pouvons dire qu’ils contiennent uniquement l’isoforme 4 de 
la chymase murine. Cette affirmation est supportée par l’inhibition complète de l’activité 
chymase de type chymotrypsine mesurée par fluorescence en présence de TY-51469. De 
même, la production de fluorescence est également abolie lorsque l’extrait granulaire 
provient de mastocytes péritonéaux de souris pour lesquelles l’expression de la mMCP-4 a 
été génétiquement réprimée. 
Les résultats présentés dans la section précédente montrent que la conversion de la 
big-ET-1 peut se produire tant avec l’enzyme recombinante qu’avec la chymase issue des 
mastocytes péritonéaux des souris. Les mesures réalisées par HPLC nous ont permis de 
quantifier arbitrairement les niveaux d’ET-1 (1-31) produits lorsque des extraits 
enzymatiques murins ou l’enzyme recombinante étaient incubés avec de la big-ET-1. Une 
autre preuve de la conversion du précurseur de 38 acides aminés peut aussi être observée 
d’après ces résultats. En effet, lorsqu’il y a production de l’intermédiaire de 31 acides 
aminés, les niveaux de big-ET-1 détectés sont moindres qu’en absence de conversion 
observée lorsqu’il y a utilisation de TY-51469 ou d’extraits enzymatiques mastocytaires de 
souris mMCP-4 KO.  
Comme discuté dans la section introduction de ce mémoire, il est connu que la 
chymase clive le lien peptidique suivant un acide aminé aromatique avec une préférence 
pour la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane (Hedstrom, 2002). Selon les figures 
présentant la quantification arbitraire, par HPLC, des produits retrouvés dans le milieu 
suivant l’incubation entre l’enzyme et le substrat, nous pouvons affirmer que l’activité 
enzymatique de la chymase recombinante et celle provenant des granules de sécrétion des 
mastocytes est spécifique au lien peptidique situé entre les acides aminés 31 et 32 de la 
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big-ET-1. Ce clivage spécifique a lieu malgré la présence d’autres acides aminés 
aromatiques dans la séquence peptidique de la big-ET-1. Kinoshita et al., avaient défini, en 
1991, certaines conditions essentielles à l’activité hydrolytique de la chymase ; 1) la 
position P1 doit être occupée par un acide aminé aromatique, 2) une proline doit être 
retrouvée en position P2, 3) il doit y avoir plus de six acides aminés en amont du lien 
peptidique clivé par l’enzyme et 4) les deux premiers acides aminés du groupe partant, soit 
en aval du site de clivage, doivent être exempt de proline (Kinoshita et al., 1991).  
Une série de contrôles réalisés par l’incubation de la chymase recombinante avec de 
l’ET-1 (1-31) ou avec de l’ET-1, dont les quantifications arbitraires ont été obtenues par 
HPLC, nous a permis de confirmer, comme il avait déjà été rapporté dans la littérature avec 
une préparation de chymase provenant de mastocytes de tissu conjonctif humain, que cette 
enzyme n’est pas impliquée dans la dégradation de l’intermédiaire ou du peptide 
biologiquement actif (Nakano et al., 1997). 
Nos résultats présentés dans cette partie du présent travail illustrent l’importance de 
sélectionner des préparations pharmacologiques le plus possible dénuées d’activité 
dépendante de la chymotrypsine non-spécifique à la chymase. Par exemple, à l’aide 
d’extraits granulaires de mastocytes exploités dans ce mémoire, il est possible d’établir des 
paramètres de cinétique qui s’apparentent à ceux obtenus avec l’enzyme recombinante. 
L’activité chymase-dépendante mesurée dans ces extraits cellulaires est totalement inhibée 
par le TY-51469. Ce système de mesures in vitro se rapproche du système complexe qu’est 
l’être vivant. En effet, plusieurs autres constituants, qui peuvent être présents de façon 
native dans les granules de sécrétion des mastocytes, peuvent se trouver dans les extraits 
solubles. Ces différents constituants peuvent être des cofacteurs ou des catalyseurs de la 
réaction enzymatique facilitant ou nuisant à celle-ci. Ainsi, avec nos résultats présentés 
dans cet ouvrage, nous pouvons confirmer que la mMCP-4 est impliquée dans la 
conversion de la big-ET-1 en ET-1 (1-31). L’utilisation d’une préparation protéique issue 
des granules de sécrétion mastocytaire permet d’éliminer la possibilité d’une activité 
hydrolytique de type chymotrypsine ne provenant pas de l’isoforme 4 de la chymase 
murine tout en se rapprochant plus d’un modèle vivant complexe.  
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La chymase a été décrite comme une des enzymes impliquées dans la conversion de la 
big-ET-1 vers le peptide biologiquement actif in vivo depuis plusieurs années (Nakano et 
al., 1997; Fecteau et al., 2005). Chez l’Homme, une unique α-chymase a été décrite. Or 
chez la souris il existe 4 isoformes de la chymase, une α-chymase et trois β-chymases. Ces 
quatre isoformes ont en commun une certaine identité de séquence ainsi que certaines 
particularités en termes d’activité, de distribution tissulaire et de liaison avec l’héparine 
(Tchougounova et al., 2003; Wu et al., 2005; Andersson et al., 2008a). Il y a donc un 
intérêt scientifique à déterminer quelle isoforme murine est l’homologue de la chymase 
humaine, en particulier dans le système endothélinergique pour lequel peu de données sont 
parues dans la littérature. 
La mMCP-5, soit la seule α-chymase décrite chez la souris, est celle ayant la séquence 
peptidique la plus semblable à celle de l’Homme, environ 72% d’identité. Cette isoforme 
montre cependant une activité de type élastase plutôt que chymase (Kunori et al., 2002). Ce 
faisant, celle-ci peut être écartée comme étant impliquée dans la voie alternative de 
conversion de l’ET-1. Ce qui laisse comme possibilité d’homologues murins les trois 
β-chymase, mMCP-1, -2 et -4. Plusieurs groupes ont décrit la mMCP-4 comme homologue 
fonctionnel de la chymase humaine (Caughey et al., 2000; Tchougounova et al., 2003; Wu 
et al., 2005). En plus de pouvoir former de l’Ang II à partir du précurseur, cette isoforme 
montre une liaison avec l’héparine semblable à celle de la chymase humaine, tout en étant 
présente sensiblement dans les mêmes tissus. Il est enfin d’intérêt de souligner que nous 
avons récemment démontré que la production d’ET-1 (1-31) in vivo est réduite de plus de 
70% mais non abolie par la répression génétique de la mMCP-4 (Houde et al., 2013). Il est 
donc possible que la mMCP-1 ou la mMCP-2, les deux autres β-chymases murines, joue un 
rôle dans la maturation de l’ET-1. Il serait par conséquent pertinent de vérifier si les 
enzymes recombinantes mMCP-1 et mMCP-2 sont en mesure de produire de l'ET-1 (1-31) 
à partir de la big-ET-1 ou si elles peuvent produire d’autres fragments à partir de ce 
précurseur. Les résultats dans la section précédente montrent que la mMCP-4 est bel et bien 
responsable de la conversion de la big-ET-1 en ET-1 (1-31). Les préparations d’enzymes 
utilisées, soit l’enzyme recombinante clonée au laboratoire et le contenu granulaire de 
mastocytes péritonéaux, étant exemptes de toute activité de type chymotrypsine 
non-dépendante de la chymase mMCP-4 ne nous permettent pas de conclure quant à 
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l’implication, dans la conversion de la big-ET-1 en peptide actif, des deux autres chymases 
murines connues. 
 
La quantification des niveaux d’ET-1 (1-31) par Triple-TOF suivant la conversion de 
la big-ET-1 par les enzymes contenues dans les extraits mastocytaires péritonéaux nous a 
également permis de confirmer nos résultats de HPLC. Cette conversion est sensible à 
l’utilisation d’un inhibiteur spécifique des chymases ainsi qu’à la répression du gène de la 
mMCP-4, soit l’unique isoforme de la chymase chez la souris étant connue, pour le 
moment, pour la génération d’ET-1 (1-31) in vivo (Houde et al., 2013). 
 
2. CINÉTIQUE ENZYMATIQUE 
La seconde partie de la discussion portera sur les différentes constantes cinétiques 
enzymatiques évaluées pour des substrats connus de la chymase à partir de la mMCP-4 
recombinante ou des enzymes provenant de l’amalgame de constituants retrouvé dans les 
granules de sécrétion des mastocytes péritonéaux. Dans la littérature, seules des constantes 
concernant la conversion des angiotensines ont été rapportées pour la chymase murine 
purifiée à partir d’extraits tissulaires. L’hypothèse de travail que nous avons posée pour 
cette section est que l'enzyme recombinante mMCP-4, produite au laboratoire, est aussi 
efficace pour la conversion de la big-ET-1 en ET-1 (1-31) que de l'Ang I en Ang II. 
Une façon de caractériser une enzyme est de déterminer les constantes cinétiques de 
celle-ci pour différents substrats. Une partie des travaux présentés dans ce document 
concerne les constantes pour la chymase murine mMCP-4. Ces constantes cinétiques ont 
déjà été déterminées pour la chymase murine tissulaire purifiée contre l’angiotensine I et 
l’angiotensine II (Caughey et al., 2000; Kunori et al., 2005). Le tableau 11, présenté 
ci-dessous, rappelle les constantes cinétiques de la mMCP-4 recombinante que nous avons 
évaluées pour le clivage des substrats big-ET-1 et Ang I du présent document. Ces résultats 
indiquent que la rmMCP-4, clonée au laboratoire, possède sensiblement la même affinité 
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pour la big-ET-1 et l’Ang I en guise de substrat, soit des KM d’environ 20 µM. Toutefois, 
l’efficacité et la spécificité sont un peu plus élevées pour l’Ang I, tel que démontré par le 
kcat et le ratio kcat/KM supérieurs pour ce substrat que pour la big-ET-1. L’affinité obtenue 
contre l’Ang I diffère par rapport à celles de la mMCP-4 retrouvées dans la littérature pour 
ce même substrat (voir colonnes de droites du tableau 11). Ces deux publications montrent 
une faible affinité pour l’Ang I, soit plus de 650 µM. Les constantes catalytique et de 
spécificité sont toutefois similaires à celles obtenues, pour le même substrat, au cours des 
travaux présentés dans cet ouvrage. Nous pouvons également constater, à partir de ce 
tableau, que les constantes d’efficacité et de spécificité contre la big-ET-1 sont inférieures à 
celles décrites par Caughey et al. pour l’Ang I. 
Tel que mentionné ci-avant, les constantes cinétiques pour la chymase murine 
retrouvées dans la littérature ont été déterminées à partir d’extraits solubles de CTMC 
isolées de la peau ou des oreilles de souris par les groupes de Kunori et al., et de Caughey 
et al., respectivement. Les méthodes d’isolation des mastocytes de type CTMC tissulaire 
ont déjà été décrites (Kido et al., 1984; Coussens et al., 1999) et permettent d’obtenir des 
extraits d’une pureté environnant les 50%. Il est donc possible que certains 
« contaminants » contenus dans les extraits utilisés pour l’étude cinétique puissent inhiber 
l’activité enzymatique de la chymase. Ces autres constituants peuvent agir comme un 
inhibiteur compétitif par l’occupation du site de liaison du substrat sur l’enzyme ou par une 
inhibition non compétitive sur un site allostérique.  
Il est également possible que d’autres éléments des extraits solubles puissent catalyser 
les réactions enzymatiques étudiées. Étant donné les différentes provenances tissulaires des 
extraits solubles cellulaires entre les deux articles cités ci-dessus et celle dans cette étude, 
les constituants seront différents à cause des facteurs du microenvironnement pouvant faire 












Tableau 11 : Comparatif des constantes cinétiques de la chymase contre la big-ET-1 ou 
l’Ang I déterminées au cours de cette étude ainsi que retrouvées dans la littérature. 
Constantes 
cinétiques 
big-ET-1 Ang I 
Ang I 
(Caughey et al., 
2000) 
(Kunori et al., 
2005) 
KM (µM) 23.43 19.31 698 673 
kcat (sec
-1























Une autre explication pour cette différence dans les constantes déterminées est que 
l’enzyme, ou une autre enzyme également retrouvée dans le milieu réactionnel utilisé, 
possède une activité hydrolytique sur les produits générés faisant en sorte que les quantités 
mesurées sont faussées par la disparition d’une partie des produits au fur et à mesure de sa 
production. C’est le cas avec l’utilisation de l’Ang I en guise de substrat. En effet, il est 
connu que la chymase murine possède la capacité d’hydrolyser l’Ang I pour former de 
l’Ang II, le peptide biologiquement actif. Toutefois les β-chymases des rongeurs, comme la 
mMCP-4, peut aussi dégrader l’Ang II par le clivage du lien peptidique situé entre la 
tyrosine-4 et l’isoleucine-5 (Lundequist et al., 2004). C’est pour cette raison que les 
constantes déterminées par Caughey et ses collaborateurs pour l’Ang I sont des valeurs 
apparentes, basées sur la disparition du substrat plutôt que sur l’apparition de produit étant 
donné les deux sites de clivages possibles (Caughey et al., 2000). De même, l’équipe de 
Kunori et al., a utilisé l’Ang (5-10) pour évaluer le clivage de l’Ang I en Ang II dans leur 
étude (Kunori et al., 2005). Puisqu’il manque une partie du substrat original, les constantes 
cinétiques peuvent dévier de ce qu’il serait possible d’observer en conditions normales dans 
un être vivant complexe entier.  
Lorsqu’il est question de reconnaissance de substrat ou de liaison d’un substrat avec 
une enzyme certaines parties externes au site de clivage peuvent être importantes pour 
l’affinité et l’efficacité d’une enzyme. Donc l’utilisation d’un substrat tronqué pourrait 
avoir un impact sur les résultats obtenus. La chymase que nous avons employée au cours de 
la présente étude est une enzyme recombinante, c’est-à-dire d’une pureté d’environ 99%. 
La détermination de constantes cinétiques à partir d’une telle enzyme peut également dévier 
de ce qui se passe dans un être vivant complexe. En effet, certaines enzymes sont connues 
pour agir en coopération les unes avec les autres. Lundequist et ses collaborateurs ont décrit 
ce genre de coopération entre la chymase et la carboxypeptidase A, une autre enzyme 
retrouvée dans les granules de sécrétion de mastocytes de type CTMC, dans la synthèse et 
la dégradation de l’Ang II (Lundequist et al., 2004). En plus de cette relation de 
coopération avec d’autres enzymes également contenues dans les granules des mastocytes, 
d’autres constituants de ces mêmes granules peuvent moduler l’activité de la chymase, 
entre autres l’héparine (Pejler et Sadler, 1999; Takai et al., 1999). 
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La préférence pour la reconnaissance et le clivage du lien peptidique suivant l’acide 
aminé aromatique par la chymase commence par la phénylalanine, suivie de la tyrosine puis 
du tryptophane. Il est donc normal que les constantes d’affinité et d’efficacité ne soient pas 
les mêmes selon la séquence peptidique présentée par un substrat. De plus, la préparation 
mastocytaire peut contenir un constituant non défini pouvant nuire ou être un facilitateur de 
la réaction enzymatique étudiée, au même titre que celle des extraits tissulaires utilisés par 
les autres laboratoires. Puisque notre enzyme recombinante est pure à environ 99%, les 
seuls catalyseurs potentiels sont ceux que nous avons ajoutés au moment de la réaction 
enzymatique. Ce milieu pourrait ne pas être totalement optimal en termes de température, 
de potentiel hydrogène ou de concentration d’héparine pouvant réguler l’activité de la 
chymase (McEuen et al., 1995; Takao et al., 1999).  
 
3. ÉTUDES HÉMODYNAMIQUES EN RÉPONSE AUX ENDOTHÉLINES ET À 
L’ANGIOTENTISE II CHEZ DES SOURIS CONSCIENTES ET ANESTHÉSIÉES 
Le troisième volet de cette discussion abordera la partie in vivo de ce travail. Il sera 
donc question de la validation de l’importance de la chymase murine dans la réponse 
pressive induite par la big-ET-1 exogène chez des souris conscientes et des effets de la 
présence d’agents anesthésiants chez la souris au moment de déterminer les affinités 
apparente ou réelle d’agonistes et d’un antagoniste. L’hypothèse de travail que nous avons 
proposée est que les effets cardio-dépresseurs qui sont associés à l’utilisation de 
kétamine/xylazine en guise d’anesthésiant ont un impact sur l’affinité apparente des deux 
peptides vasoconstricteurs administrés de façon exogène. La présence de ce type d’agent 
n’a toutefois pas d’influence sur l’activité enzymatique de la chymase in vivo.  
Les différents articles parus dans la littérature concernant des études hémodynamiques 
font état de paramètres vasculaires sur des souris anesthésiées d’après différents régimes 
d’anesthésiants. Or il est reconnu que la plupart des agents utilisés peuvent influencer les 
paramètres hémodynamiques mesurés (Mekori et al., 2001; Gargiulo et al., 2012). Au 
laboratoire, un mélange de kétamine et de xylazine est utilisé. Ces deux molécules agissent 
sur des récepteurs présents dans le système cardiovasculaire. La kétamine est un 
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antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA (Anis et al., 1983) pouvant avoir des 
effets dépressifs du système respiratoire et des effets sur le système cardiovasculaire 
(Janssen et al., 2004). Donc, par une stimulation sympathique, la kétamine peut provoquer 
une augmentation de la pression artérielle. La xylazine est un agoniste α2-adrénergique 
pouvant causer une bradycardie ou une hypotension artérielle (Bazin et al., 2004).  
Heureusement avec les avancées technologiques des dernières années, certaines 
techniques de mesure des paramètres hémodynamiques ont été développées afin de 
permettre la réalisation d’études sur des souris conscientes. Il en existe quatre ; la 
pléthysmographie (ou tail cuff), le fluid filled catheter system, la sonde Millar et le système 
de radio-télémétrie implantable. Chacune d’elles possède des avantages et des 
inconvénients qu’il faut prendre en considération lorsque vient le temps d’en choisir une et 
d’interpréter les résultats en découlant (Zhao et al., 2011). Dans cette étude, nous avons 
sélectionné la technique de radio-télémétrie implantable pour effectuer les mesures 
hémodynamiques de nos souris.  
Étant donné la miniaturisation de cette technique complètement implantable, les souris 
ne ressentent qu’une gêne mineure au début de la période post opératoire et ce type de 
système présente une précision semblable à celle obtenue avec la sonde Millar (Mills et al., 
2000). L’un des plus grands avantages de cette technique est que la souris est complètement 
libre d’une quelconque contention au cours des mesures en plus d’être suffisamment 
sensible sur une longue période de temps (Van Vliet et al., 2000). De plus, la sensibilité de 
ce transducteur permet de nombreuses mesures sur une courte période de temps tout en 
ayant la capacité de capter de faibles variations de la pression artérielle (Van Vliet et al., 
2006). Nous avons donc réalisé une étude plus approfondie des effets cardiovasculaires 
suivant l’administration systémique exogène d’ET-1 et d’Ang II afin de comparer les 
réponses pressives chez des animaux conscients et anesthésiés. Nous avons trouvé que les 
souris conscientes sont très sensibles à ces peptides lorsque administrés de façon exogène.  
Les données déjà parues dans la littérature en lien avec l’augmentation de pression 
artérielle suivant l’injection intraveineuse d’ET-1 ont été réalisées chez des rongeurs 
anesthésiés (voir tableau 7). Excepté avec l’utilisation d’uréthane en guise d’anesthésiant, 
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les doses de peptide nécessaires pour produire une élévation de pression artérielle 
comparable sont similaires, soit dans l’ordre de 0.1 à 1 nmol/kg. Les résultats présentés 
dans ce document nous montrent que la dose effectrice médiane (ED50) chez la souris 
anesthésiée correspond à la plupart des études telles que rapportées dans la littérature soit 
d’environ 0.25 nmol/kg. Cette dose est d’environ 7 unités logarithmiques plus grandes que 
celle déterminée chez les souris conscientes.  
Selon la revue de littérature réalisée en introduction de ce document, He et al., en 
2011, n’ont pas trouvé de différence dans la dose d’ET-1 à administrer pour l’obtention 
d’une même réponse pressive que les autres études malgré qu’ils aient effectué des mesures 
chez la souris consciente. Cette différence par rapport aux résultats que nous avons obtenus 
peut s’expliquer d’après la méthode de mesure des paramètres hémodynamiques choisie par 
l’autre équipe de recherche. Ces derniers ont utilisé la pléthysmographie (mieux connu sous 
l’appellation de tail-cuff). Malgré que cette technique soit non-invasive, les souris subissent 
un stress tout au long des mesures, ce qui peut provoquer des variations faussées. Les 
paramètres hémodynamiques mesurés d’après cette technique peuvent également être 
influencés par les propriétés des artères périphériques, la température ambiante, 
l’augmentation du tonus sympathique et la présence de substances vasoactives. De plus 
cette technique a pour désavantage de fournir la mesure de la pression artérielle 
périphérique, pouvant être différente de la pression artérielle centrale. La pléthysmographie 
ne permettant pas de procéder à des mesures en continue, étant donné le temps de gonflage 
du ballon, elle est généralement déconseillée pour l’étude de drogues ou pour la détection 
d’hypertension modérée ou intermittente (Whitesall et al., 2004; Zhao et al., 2011).  
Il faut aussi mentionner que He et ses collaborateurs, dans leur étude de 2011, ont 
réalisé leurs mesures pressives induites par l’ET-1 avec une dose unique. Il est donc 
impossible de savoir si la réponse qu’ils ont obtenue correspond à la variation de pression 
artérielle maximale pouvant être observée chez un animal conscient, c’est-à-dire une 
augmentation des paramètres hémodynamiques dans la partie plateau supérieur d’une 
courbe dose-réponse. De plus le nombre d’animaux utilisés par ce groupe pour cette partie 
de leur essai est uniquement de 3 souris, ce qui est relativement petit lorsqu’il s’agit de 
mesures in vivo. Puisque cette équipe n’a pas dressé une courbe dose-réponse complète, il 
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est impossible de statuer si, à la dose d’endothéline-1 utilisée, soit 1 nmol/kg, la variation 
de pression artérielle mesurée a atteint le maximum de variation pouvant être obtenu chez 
la souris consciente, soit l’atteinte d’un plateau de réponse maximale.  
Il est connu que l’administration de fortes doses d’ET-1 exogènes peut provoquer la 
mort subite des souris (Bdolah et al., 1989; Terashita et al., 1989; Okumura et al., 1994; 
Okumura et al., 1995). Toutefois, il est possible que certains mécanismes compensatoires 
viennent contrer les effets de l’ET-1 exogène chez un animal dont le métabolisme n’est pas 
ralenti par les anesthésiants. Ce faisant une dose supra-maximale, par rapport à l’ED50 
évalué chez des souris conscientes, n’induirait pas la mort chez ces animaux, mais ne 
provoquerait pas non plus d’augmentation excessive de la pression artérielle. En effet, 
plusieurs mécanismes compensatoires existent chez les animaux afin d’éviter de trop 
grandes variations de pression artérielle et de permettre le maintien d’une certaine 
homéostasie du tonus vasculaire. Dans cette éventualité, il est possible que même avec la 
pléthysmographie en guise de technique de mesure des paramètres hémodynamiques, il y 
ait une réduction des doses nécessaires d’ET-1 au moment de produire une courbe 
dose-réponse tout comme nous l’avons montré dans ce mémoire avec la radio-télémétrie. Il 
est toutefois impossible de l’affirmer hors de tout doute au vu des données parues dans la 
littérature à ce sujet au cours des dernières années.  
Comme montré dans le tableau 7 de la section but de l’étude, Donato et al. ont, eux 
aussi, utilisé la radio-télémétrie implantable pour réaliser des mesures hémodynamiques 
suivant l’injection veineuse exogène d’ET-1 chez la souris anesthésiée. En fait ils ont 
d’abord procédé à l’implantation du système d’enregistrement dans les souris. Suite à la 
période post opératoire, l’équipe a procédé à l’anesthésie des animaux avec l’isoflurane 
pour canuler la veine jugulaire de ceux-ci afin d’administrer l’ET-1 et poursuivre les 
enregistrements pour une durée de 15 minutes suivant l’injection, toujours en maintenant 
les souris sous anesthésie. La dose d’endothéline-1 utilisée, par cette équipe de recherche, 
pour une élévation de la pression artérielle moyenne d’environ 10 mmHg est de 
0.1 nmol/kg. Cette dose est dans les limites inférieures par rapport à ce qui est utilisé dans 
la littérature pour l’obtention d’une réponse pressive un peu plus faible. Nous pouvons 
donc en conclure que cette technique de mesure des paramètres hémodynamiques n’a pas 
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d’impact sur les variations de pression artérielle mesurées suite à l’administration d’ET-1 
exogène. Ainsi la sensibilité de réponse aux agents vasoconstricteurs utilisés dans la 
présente étude ne semble pas s’expliquer d’après les différentes méthodes employées pour 
l’enregistrement des paramètres hémodynamiques des deux groupes de souris. Bien que 
non présentés dans cet ouvrage, les paramètres hémodynamiques basaux mesurés chez la 
souris anesthésiée sont nettement plus faibles que ceux des souris conscientes. L’équipe de 
Donato montre aussi que les souris instrumentées en radio-télémétrie anesthésiées à 
l’isoflurane ont une pression artérielle moyenne de base plus faible par rapport à la pression 
basale d’une souris consciente. Donc non seulement la technique de mesure ne semble pas 
influer sur les variations de pression suivant l’injection d’un peptide vasoconstricteur, mais 
n’a pas non plus d’impact sur l’effet cardio-dépresseur des agents anesthésiants. 
Un essai préliminaire chez nos souris instrumentées en radio-télémétrie anesthésiées 
nous a permis de montrer que cette technique de mesure des paramètres hémodynamiques 
n’influence pas les variations de PAM obtenues chez les animaux anesthésiés, tout comme 
Donato et al., ont montré dans une publication parue cette année (Donato et al., 2014). En 
effet, les résultats obtenus avec un nombre restreint d’animaux sont similaires à ceux que 
nous avons déjà publiés l’an dernier dans l’article Houde et al (Houde et al., 2013), mais 
également avec ceux présentés dans ce mémoire dont les enregistrements ont été réalisés 
par l’utilisation de l’analyseur de pression sanguine Digimed. Ces résultats préliminaires 
sont un indicatif que les différentes méthodes de mesure des paramètres hémodynamiques 
utilisées pour la réalisation de mes résultats ne semblent pas expliquer la différence de 
sensibilité en réponse aux peptides vasoconstricteurs utilisés dans le cadre de cette étude.  
De plus, certains signes peuvent nous indiquer que la réponse pressive aux agents 
administrés provient bel et bien de l’activation de récepteurs de l’ET-1 ou de l’Ang II et 
non pas d’un processus de compensation par l’activation de mécanorécepteurs provoquée 
par l’injection des peptides exogènes ou par l’implantation chronique de nos puces de 
télémétrie. D’abord parce que les paramètres hémodynamiques basaux de nos souris, dont 
les résultats ne sont pas présentés dans ce document, sont similaires aux mesures chez des 
souris conscientes réalisées par sphygmomanométrie de l’artère caudale (He et al., 2011; 
Lew et al., 2013; Burger et al., 2014; Chrissobolis et al., 2014). Aussi, les variations de 
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pression artérielle mesurées en réponse à nos peptides vasoactifs chez nos souris 
conscientes et anesthésiées n’induisent pas d’élévation du rythme cardiaque. Ce qui laisse 
donc suggérer que l’implantation du système de radio-télémétrie ne semble pas 
compromettre l’activation des barorécepteurs. Finalement, il n’y a pas d’évidence dans la 
littérature que l’ET-1 et l’Ang II provoquent une réponse impliquant les baroréflexes chez 
les animaux anesthésiés. Une exploration de ces mécanismes via l’utilisation d’un agent 
provoquant l’activation des baroréflexes, comme la bradykinine, fera l’objet de futures 
investigations dans le laboratoire.   
 
Aussi le profil temps-réponse suivant l’administration d’ET-1 par la veine caudale est 
très similaire entre les souris conscientes et anesthésiées. Celui de l’Ang II est cependant 
plus prolongé dans le temps chez les animaux conscients. Ce prolongement dans le temps 
est plus important plus la dose d’Ang II administrée augmente. L’une des principales 
raisons pour le choix de ce site d’administration intraveineuse est l’accessibilité de cette 
veine, en particulier chez un animal conscient. En effet, le but que nous recherchions était 
d’administrer les peptides sans compromettre la totale liberté de mouvement des animaux 
et en émettant le moins de stress possible pour conserver les paramètres et les réponses 
pressives des souris dans leur environnement normal. De plus, comme l’implantation de la 
puce de télémétrie obstrue obligatoirement la circulation sanguine en direction du cerveau, 
le blocage prolongé de la veine jugulaire chez les souris conscientes pour l’administration 
des peptides n’a pas été envisagé étant donné les risques associés à l’ischémie que cela 
pourrait provoquer ou aggraver suite à l’implantation des puces. Des essais sur les souris 
anesthésiées, dont les résultats ne sont pas présentés dans ce document, nous ont permis de 
conclure que l’administration des peptides par la veine caudale ne provoquait pas de 
changements dans le profil de réponse obtenue. Les amplitudes et les durées de réponse, 
autant pour l’ET-1 que pour l’Ang II, demeurent les mêmes que les peptides soient injectés 





Nous avons déjà démontré que la mMCP-4 était impliquée dans la réponse pressive 
induite par l’administration, chez la souris anesthésiée, de big-ET-1 exogène (Simard et al., 
2009; Houde et al., 2013). L’utilisation d’inhibiteur de chymase ou la répression génique 
de la mMCP-4 réduit significativement les niveaux d’ET-1 (1-31) plasmatiques mesurés 
suite à l’administration de big-ET-1. Comme mentionnées un peu plus tôt, toutes les études 
hémodynamiques in vivo avec les endothélines ont été réalisées chez des animaux 
anesthésiés. La figure 30 nous montre que les agents anesthésiants n’ont pas d’effet sur 
l’activité enzymatique de la chymase in vivo. Les doses de peptides à administrer chez la 
souris consciente sont nettement plus faibles pour l’induction d’une réponse pressive 
similaire à celle que nous avons rapportée l’an dernier chez des souris de type sauvage 
anesthésiées. Malgré tout, la répression du gène de mMCP-4 réduit l’augmentation de 
pression artérielle moyenne mesurée suite à l’administration intraveineuse de big-ET-1 
d’environ 50 à 70% sans avoir d’effet sur la variation de PAM induite par l’ET-1 exogène. 
Nous pouvons ainsi affirmer que l’anesthésiant n’a pas d’effet sur l’activité enzymatique de 
la chymase mais plutôt sur l’affinité apparente des agonistes ayant des effets directs sur le 
tonus vasculaire.  
Afin de valider que seule l’affinité apparente est affectée par la présence de 
l’anesthésiant, nous avons réalisé des essais pour déterminer la dose inhibitrice médiane 
(ID50) d’un antagoniste n’ayant pas d’effet direct sur la pression artérielle. Ainsi l’ID50 de 
l’atrasentan, un antagoniste sélectif des récepteurs ETA, obtenue chez des souris 
conscientes, soit 0.8236 mg/kg, n’est pas significativement différente par rapport à celle 
pour la souris anesthésiée, 0.2101 mg/kg. Nous avons aussi validé la spécificité de notre 
antagoniste contre une injection d’Ang II. L’utilisation d’un prétraitement avec l’atrasentan 
n’influence pas la réponse pressive associée à l’administration intraveineuse d’Ang II. 
Nous pouvons expliquer que l’ID50 de l’antagoniste n’est pas influencée par la présence 
d’anesthésiants par le fait que cet antagoniste n’a pas d’effet direct sur le tonus vasculaire 
ou sur la fonction cardiaque (Brochu et al., 2013). L’affinité mesurée est donc une affinité 
réelle. Ce qui n’est pas le cas pour l’affinité apparente des agonistes, soit l’ET-1 et l’Ang II, 




Nous pouvons donc conclure, d’après cette partie de l’étude, que l’utilisation d’agents 
anesthésiants est à prendre en considération au moment de la détermination de l’affinité 
apparente de certains agonistes vasoconstricteurs. En plus d’être associés à des effets 
cardio-dépresseurs, ces agents réduisent le métabolisme des animaux et bloquent toute la 
partie neurologique qui pourrait être associée à la réponse pressive des agonistes. De plus, 
les peptides utilisés dans ce volet expérimental sont connus pour avoir plusieurs rôles 
externes au tonus vasculaire, de même que des interactions croisées avec d’autres peptides 
impliqués dans le système cardiovasculaire. Ceci pourrait donc expliquer en partie la 
différence d’affinité apparente obtenue chez les deux groupes de souris. Malgré les effets 
des anesthésiants sur le métabolisme, leur présence ne change pas l’activité enzymatique de 
la mMCP-4 et n’influe pas sur l’affinité réelle de l’atrasentan. 
 
4. LIMITES DE LA PRÉSENTE ÉTUDE ET APPROCHES ALTERNATIVES 
La première limitation du volet expérimental présenté dans ce document est que seule 
l’isoforme mMCP-4 parmi les 8 répertoriées chez la souris, a été étudiée. Afin de réaliser 
une étude complète chez la souris, la production de mMCP-1 et mMCP-2 recombinantes, 
aussi connues pour leur activité s’apparentant à celle de la chymase, aurait été d’actualité. 
D’autant plus que l’identité de séquence entre les trois enzymes est de 78% et de 66% entre 
la mMCP-4 et respectivement la mMCP-1 et la mMCP-2. De cette façon, il aurait été 
possible d’éliminer, hors de tout doute, ces deux isoformes dans la synthèse de 
l’ET-1 (1-31) à partir de la big-ET-1. Cependant les résultats que nous avons présentés en 
lien avec cette section de cette discussion par rapport à la conversion de la big-ET-1 en 
ET-1 (1-31) par la mMCP-4 sont plus complets que ce que nous avions rapporté dans 
l’article de Houde et al. en 2013 étant donné la pureté des préparations d’enzymes utilisées 
dans le présent mémoire.  
La seconde limitation de cette partie concernant l’implication de la mMCP-4 dans la 
conversion de la big-ET-1 in vitro vient du fait que les quantifications que nous avons 
réalisées par Triple-TOF ont été effectuées uniquement pour l’ET-1 (1-31). Cet appareil 
étant du dernier cri technologique dans la spectrométrie de masse, il aurait été possible de 
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réaliser un profil complet de tous les métabolites de l’ET-1 retrouvés dans le milieu 
réactionnel suivant une incubation entre la big-ET-1 et l’enzyme recombinante. Ce genre de 
profil aurait permis de voir si la chymase murine possède plus d’un site d’hydrolyse sur la 
big-ET-1. Des études de modélisation in silico sont présentement en cours avec nos 
collaborateurs japonais, les Drs Daisuki Yamamoto et Shinji Takai, pour valider cette 
hypothèse (Semaan et al., en préparation). D’après cette modélisation, il semblerait que la 
mMCP-4 aurait des points d’interactions supplémentaires avec l’octapeptide 
big-ET-1 (28-35). Ces interactions semblent se produire en des sites se trouvant à 
l’extérieur du site catalytique connu de l’enzyme. La réalisation d’un profil des métabolites 
de l’ET-1 obtenu par l’activité hydrolytique de la mMCP-4 sera donc nécessaire pour 
compléter cette partie de l’étude.  
Un autre élément manquant dans cette étude est la vérification de la présence de 
modifications post-traductionnelles de la mMCP-4 pour une pleine activité enzymatique. Il 
est connu que la mMCP-1, retrouvée dans les mastocytes intestinaux de type MMC, peut se 
présenter sous cinq variantes étant plus ou moins glycosylées (Newlands et al., 1993). Une 
étude concernant l’état de glycosylation de la chymase humaine purifiée n’a cependant pas 
montré d’effet significatif de ce type de modification sur l’activité de l’enzyme humaine 
(Takao et al., 1999). Il serait donc intéressant de valider l’importance de la glycosylation 
sur l’activité enzymatique de la mMCP-4.  
Un autre élément à prendre en considération dans la critique de notre étude est que 
l’enzyme que nous avons clonée est sous forme d’une pro-chymase. Il est essentiel de 
procéder à l’activation de cette enzyme avant de la mettre en présence des substrats que 
nous avons utilisés. Il est possible que la cathepsine C, ne soit pas l’enzyme idéale pour 
l’activation de notre chymase recombinante, bien qu’il s’agisse d’une DPPI. De plus, notre 
protocole expérimental ne nous permet pas de savoir si la solution d’arrêt utilisée suite à 
l’activation inhibe complètement l’activité de la cathepsine. Aussi, nous n’avons pas vérifié 
si la cathepsine avait la capacité d’hydrolyser la big-ET-1, l’ET-1 (1-31) ou l’ET-1. 
D’autre part, un autre composant non négligeable à la réaction enzymatique étudiée est 
la concentration d’héparine que nous avons utilisée. Ce constituant granulaire est non 
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seulement essentiel à l’activation de la chymase, mais est également un stabilisateur de 
l’enzyme active permettant une meilleure activité catalytique. Notre protocole expérimental 
ne nous permet pas de valider l’importance de ce protéoglycane dans la réaction 
enzymatique à l’étude. De plus, nous ne pouvons pas statuer si les concentrations 
d’héparine employées dans cette étude sont optimales pour la réaction hydrolytique qui 
nous intéresse. Ainsi nous pouvons donc conclure de la partie expérimentale in vitro de 
notre étude que la prudence est de mise lors de la comparaison des constantes cinétiques 
entre différentes études étant donné que plusieurs détails peuvent influencer les résultats 
obtenus. Il n’est pas rare d’observer, dans la littérature, beaucoup de fluctuations entre ces 
caractéristiques pour une même enzyme et un même substrat. Il est donc important de 
considérer ces différents éléments avant d’affirmer la supériorité d’une enzyme dans 
l’hydrolyse d’un substrat ou même sa préférence pour un substrat par rapport à un autre. 
Les enzymes possèdent toutes des conditions réactionnelles particulières pour un travail 
optimal. Ainsi, la réalisation d’essais dans des conditions de potentiel hydrogène (pH) ou 
de températures différentes ou même la présence ou l’absence de cofacteurs essentiels ou 
de catalyseur peut aussi contribuer dans la détermination de l’efficacité ou de l’affinité 
d’une enzyme. Le travail avec une enzyme recombinante permet de bien contrôler chaque 
détail d’une réaction enzymatique. Cependant, les enzymes se retrouvent normalement dans 
une « soupe » de facteurs in vivo, il devient important de considérer plus que l’enzyme 
seule et un substrat lors de la caractérisation cinétique de celle-ci dans une étude. 
Par ailleurs, certaines limitations peuvent être attribuées à la portion de l’étude in vivo 
sur les souris conscientes. En fait, plusieurs stimuli externes et ne pouvant pas être 
contrôlés peuvent influencer les mesures. Les réactions des souris en réponse à ces stimuli 
inconnus peuvent s’observer sur les paramètres hémodynamiques des animaux, souvent par 
une élévation de la pression artérielle ou du rythme cardiaque. L’un des inconvénients de la 
méthodologie pour l’enregistrement des paramètres hémodynamiques des souris 
conscientes est que le temps entre chaque prise de mesure, soit 30 secondes, est très court. 
Ce faisant, toutes variations « parasites » de la pression artérielle sont détectées. Les 
graphiques dressés à partir des données brutes sont alors difficilement analysables, en 
particulier lorsque les doses d’agonistes utilisées sont très faibles et provoquent de faibles 
réponses pressives qui peuvent se perdre dans ces variations artéfacts. Bien qu’une période 
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d’acclimatation soit réalisée afin d’habituer les souris à l’expérimentateur ainsi qu’aux 
manipulations qu’elles devront subir au cours de l’étude, chaque individu réagit 
différemment. Pour ces raisons, nous avons procédé à des calculs d’aire sous la courbe pour 
la détermination des variations de pression artérielle induite par l’administration 
intraveineuse de peptides. De plus, une correction pour éliminer les variations non induites 
par les agents vaso-constricteurs utilisés a été appliquée sur les résultats obtenus chez les 
souris conscientes. Par ces deux procédés mathématiques, nous avons été en mesure de 
contrecarrer les changements de pressions causés par l’environnement et par le stress des 
manipulations chez la souris instrumentée en radio-télémétrie. Ces mêmes calculs ont été 
effectués avec les données des souris anesthésiées afin d’obtenir des résultats comparables.  
Finalement, nous avons réalisé la présente étude chez la souris consciente uniquement 
avec des peptides vasoconstricteurs. Afin de produire une évaluation plus complète de 
l’impact provoqué par l’utilisation d’agents anesthésiants dans la détermination de l’affinité 
apparente de peptides exogènes, l’utilisation d’un agent vasodilatateur aurait été indiquée. 
Un peu dans le même sens, l’utilisation d’un antagoniste connu pour provoquer directement 
des variations de la pression artérielle moyenne, par exemple un antagoniste sélectif des 
récepteurs ETB, aurait pu être intéressante. 
Nous suggérons enfin qu’il sera pertinent d’évaluer l’effet d’aussi faibles doses d’ET-1 
ou d’Ang II au niveau de la fonction rénale chez la souris éveillée. À titre d’exemple, chez 
l’homme, Sorensen et ses collaborateurs avaient démontré que des doses subpressives 
d’ET-1, influençaient à la fois la résistance artérielle rénale ainsi que la réabsorption 
sodique et d’eau (Sorensen et al., 1994). Certains paramètres rénaux devront être étudiés 





5. CONSIDÉRATIONS PHYSIOPATHOLOGIQUES ET PERTINENCE DE LA 
PRÉSENTE ÉTUDE 
Les mastocytes sont impliqués dans de nombreuses maladies cardiovasculaires. En fait 
ces cellules sont intimement liées au processus inflammatoire retrouvé dans ces pathologies 
(Matsumoto et al., 2003; Takai et al., 2004a; Doggrell et Wanstall, 2005; Wu et al., 2005; 
Pejler et al., 2007). En plus de leur capacité à infiltrer les régions lésées, les mastocytes 
sécrètent de nombreuses protéases et plus particulièrement la chymase (Chugunova, 2004; 
Pejler et al., 2007) qui sont impliquées dans l’exacerbation de l’inflammation dans le cœur 
et les vaisseaux (Caughey, 2007). Il est intéressant de noter que l’utilisation d’inhibiteurs de 
la chymase a permis de confirmer la contribution de cette enzyme dans l’étiologie de 
l’anévrisme aortique, de l’athérosclérose et de l’infarctus du myocarde dans des modèles 
expérimentaux (Takai et al., 2004a; Bot et al., 2008).  
 
Il existe d’autres évidences pour lesquelles l’inhibition des chymases semble offrir un 
potentiel thérapeutique. En effet, cibler la chymase plutôt que l’ECE pour réduire les effets 
pathologiques associés à une production endogène d’endothéline-1 est d’autant plus 
pertinent que la répression de la mMCP-4 chez la souris n’induit aucune modification 
phénotypique ni d’altération des paramètres cardiaques (Tchougounova et al., 2003; Houde 
et al., 2013). Au contraire, la délétion génique de l’ECE-1, seule ou combinée avec la 
délétion de l’ECE-2, induit des malformations glosso-pharyngiennes et cardiaques 
majeures chez la souris associées à une mortalité prénatale très élevée (Yanagisawa et al., 
1998; Yanagisawa et al., 2000). De plus, l’inhibition de l’ECE-1, tout comme celle des 
récepteurs ETA de l’ET-1, a des effets tératogéniques très bien documentés (Clouthier et al., 
1998; Yanagisawa et al., 1998; Spence et al., 1999; Cheng, 2003; Venitz et al., 2012). Les 
différentes études ayant mené à la découverte de l’importance du système 
endothélinergique dans le développement fœtal ont permis de montrer l’existence d’une 
voie indépendante des ECE dans la synthèse de ce peptide (Webb et al., 1998; Yanagisawa 
et al., 1998). Cette voie chymase-dépendante est responsable d’environ 50% de la 
production d’ET-1 (Wypij et al., 1992; Yanagisawa et al., 1998; Yanagisawa et al., 2000; 
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Houde et al., 2013). Étant donné l’importance de cette seconde voie dans la production 
d’endothéline-1, l’inhibition des chymases pourrait devenir l’alternative de traitement de 
certaines pathologies impliquant la production d’ET-1 endogène pour lesquelles très peu de 
résultats positifs ont pu être obtenus jusqu'à présent tout en ayant un moins grand potentiel 
d’effets secondaires graves. 
Deux études cliniques de phase II du groupe Asubio Pharmaceuticals Inc. sont 
présentement en cours afin d’évaluer l’efficacité et la sécurité de deux inhibiteurs oraux de 
la chymase, soit l’ASB 17061 et le SUN 13834. Ces études portent plus particulièrement 
sur l’utilisation de ces inhibiteurs dans le but de traiter la dermatite atopique. La dermatite 
est une maladie inflammatoire chronique de la peau caractérisée par des démangeaisons, 
des rougeurs et de l’inflammation sur certaines parties du corps. Un rôle de l’ET-1 dans la 
dermatite atopique associé au syndrome de Raynaud est répertorié depuis quelques années 
(Kanno et al., 1991; Sulli et al., 2009). L’utilisation d’un antagoniste des récepteurs de 
l’ET-1 a été démontrée dans le traitement de ce syndrome (Selenko-Gebauer et al., 2006; 
Lambova et Muller-Ladner, 2009). Malheureusement, aucun résultat n’est encore paru dans 
la littérature en lien avec les études cliniques portant sur l’ASB 17061 et le SUN 13834. 
Toutefois, certaines évidences précliniques ont permis de suggérer que l’inhibition de la 
chymase par ces deux molécules contribuerait à la réduction de l’inflammation et du prurit 
associés à la dermatite atopique (Watanabe et al., 2007; Ogata et al., 2011).  
Par ailleurs, l’utilisation d’antagonistes de l’endothéline-1 en essais cliniques s’est 
avérée infructueuse, mis à part pour le traitement de l’hypertension pulmonaire primaire 
pour laquelle le TRACLEER et l’OPSUMIT ont tous les deux été approuvés par les 
organismes réglementaires américains et européens (Grogan, 2013). Il est toutefois d’intérêt 
de noter qu’une étude clinique récente dans un nombre limité de patients a démontré une 
amélioration significative de la fonctionnalité coronarienne de patients athérosclérosés 
traités avec un antagoniste de l’ET-1 (Yoon et al., 2013). L’une des raisons pouvant 
expliquer cet insuccès des antagonistes de l’ET-1 en clinique est d’ordre 
pharmacocinétique. Par exemple, la majorité des antagonistes de l’ET-1 développés sont 
relativement hydrosolubles et peuvent ainsi difficilement atteindre leurs cibles, les 
récepteurs ETA et ETB, au niveau des tissus lésés. Une autre raison pouvant expliquer 
151 
 
l’échec du traitement de maladies cardiovasculaires par les antagonistes de l’endothéline-1 
est par l’enclenchement de mécanismes compensatoires et la redondance entre les 
récepteurs. En effet, lorsque le récepteur ETA, soit le récepteur majoritaire retrouvé sur les 
cellules musculaires lisses vasculaires, est antagonisé à long terme, il y a moins de 
vasodilatation associée au récepteur ETB des cellules endothéliales et une plus forte 
expression de ce sous-type de récepteur sur les CMLV (Fukuroda et al., 1994; Mickley et 
al., 1997; Kirkby et al., 2008). Ce faisant l’utilisation d’antagoniste des récepteurs de 
l’ET-1 à long terme pour le traitement de maladies cardiovasculaires dans lesquelles l’ET-1 
joue un rôle n’a pas encore démontré d’efficacité, sauf dans le cas de l’HPP.  
Nous croyons que la présente étude devrait permettre de relancer l’intérêt de l’ET-1 en 
tant que cible pharmacologique pour tenter de réduire les évènements morbides 
occasionnés par l’infarctus du myocarde et l’athérosclérose. De plus, nous suggérons que 
l’inhibition de la chymase dans certaines pathologies cardiovasculaires pourrait s’avérer 
utile, puisque cette enzyme est impliquée dans la synthèse d’Ang II et d’ET-1 tel que validé 
dans le présent mémoire via des approches recombinantes et cellulaires. Aussi, la chymase 
contribue à l’exacerbation de pathologies d’origine fibrotique via ces rôles, entre autres, sur 
certains composants impliqués dans le remodelage de la matrice extracellulaire comme le 
TGF-β1, l’Ang II, le collagène et la MMP-9 (Takai et al., 2004b; Takai et al., 2011). En 
plus des premiers essais cliniques pour le traitement de la dermatite atopique, les études 
précliniques concernant certaines pathologies cardiovasculaires semblent fournir des 
résultats encourageants pour la suite des recherches portant sur cette cible 
pharmacologique. Dans plusieurs modèles animaux, l’inhibition de la chymase atténue la 
progression de l’anévrisme aortique, prévient la dysfonction cardiaque suite à une 
cardiomyopathie chez le hamster et prévient la fibrose cardiaque chez le chien (Matsumoto 
et al., 2003; Takai et al., 2003; Takai et al., 2011). La contribution pathologique de la 
mMCP-4 est présentement étudiée dans notre laboratoire par le biais de modèles murins 




6. PERSPECTIVES CLINIQUES 
Un aspect d’importance d’un point de vue perspective est d’identifier si la chymase 
humaine recombinante est en mesure de produire l’intermédiaire ET-1 (1-31) à partir du 
précurseur big-ET-1, de manière similaire à ce qui a été rapporté dans le présent ouvrage 
avec la chymase murine (mMCP-4). De plus, il serait pertinent de valider la contribution de 
la chymase dérivée de tissus humains tant au niveau vasculaire qu’inflammatoire. Ces 
aspects sont présentement en développement dans notre laboratoire (Semaan et al., en 
préparation). 
Les résultats obtenus dans cet ouvrage pourraient permettre de mieux comprendre le 
rôle de la chymase et de l’endothéline-1 produite par cette enzyme dans les maladies 
cardiovasculaires avec composante fibreuse (infarctus du myocarde, sténose aortique et 
athérosclérose).   
Pour les maladies cardiovasculaires, en revanche, les inhibiteurs de la chymase n’en 
sont encore qu’au stade préclinique dans des modèles animaux de sténose aortique et 
d’insuffisance cardiaque (Hoshino et al., 2003; Jin et al., 2003; Bacani et Frishman, 2006; 
Kanemitsu et al., 2006). Nous espérons que si les inhibiteurs ASB 17061 et SUN 13834 
démontrent une innocuité satisfaisante dans les essais cliniques présentement en cours pour 
la dermatite, leur introduction pour des indications cardiovasculaires n’en sera que d’autant 
facilitée. 
Dans le cadre du 3
e
 volet sur la pharmacologie d’agents vasoactifs in vivo chez la souris 
consciente, il est évident que nous voudrons d’abord valider l’hypersensibilité à l’ET-1 et 
l’Ang II avec d’autres facteurs vasoactifs tels la vasopressine et l’agoniste 
alpha-adrénergique, la méthoxamine. De plus, il serait souhaitable que ce phénomène soit 
exploré dans d’autres souches de souris et éventuellement chez le rat conscient. Le but 
principal étant ici non pas d’invalider les expériences chez l’animal anesthésié, mais bien 
de démontrer que l’ET-1 à des doses physiologiques peut avoir une influence significative 
sur le tonus vasculaire et sur la pression artérielle chez l’animal. Cette grande sensibilité 
pourrait expliquer pourquoi l’antagonisme des récepteurs de clairance ETB conduit 
invariablement à une augmentation de pression artérielle chez l’animal (Berthiaume et al., 
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2000; Gratton et al., 2000; Brochu et al., 2013) et chez l’homme (Strachan et al., 1999). En 
effet, plusieurs de ces études rapportent que l’antagonisme des récepteurs ETB est associé à 
une augmentation de l’ET-1 endogène de l’ordre de la femtomole/ml de plasma. La 
présente étude suggère que dans un état d’éveil, une augmentation si minime soit-elle 
(voire de quelques femtomoles par ml de plasma) pourrait être suffisante pour augmenter 
significativement la résistance périphérique. C’est sans doute ce qui explique pourquoi les 
antagonistes ETB de l’endothéline-1 ont toujours été fortement déconseillés dans le 
traitement de maladies cardiovasculaires (D'Orleans-Juste et al., 2002; Rich et McLaughlin, 
2003; Tostes et Muscara, 2005; Kitada et al., 2012). 
 
7. RÉSUMÉ DES PRINCIPAUX RÉSULTATS ET CONCLUSIONS GÉNÉRALES 
En conclusion, nos résultats démontrent que la mMCP-4 est l’isoforme de la chymase 
murine impliquée dans la conversion de la big-ET-1 en ET-1 (1-31). Cette conversion est 
sensible à un inhibiteur spécifique des chymases ainsi qu’à la répression génétique de cette 
protéase mastocytaire murine. De plus, chez la souris consciente, instrumentée en 
radio-télémétrie, nos résultats montrent un déplacement très significatif vers la gauche de la 
courbe dose-réponse de deux agonistes de référence dans la présente étude. Dans ces 
conditions expérimentales, suggérées comme étant optimales, nous avons démontré une 
contribution significative de la mMCP-4 dans les effets vasopresseurs de la big-ET-1 tel 
que rapporté précédemment par Houde et al. en 2013 chez la souris anesthésiée. 
Les résultats du présent ouvrage supportent donc le concept général portant sur un rôle 
dynamique de la chymase mastocytaire dans la production d’ET-1 dans le modèle murin. 
De plus, dans de nombreuses maladies avec des composantes pro-inflammatoires, 
l’infiltration mastocytaire contribue aux dommages tissulaires associés à la pathologie. 
Nous proposons donc que les observations présentées dans ce mémoire permettront à 
l’avenir une meilleure compréhension des propriétés biochimiques et pharmacologiques des 
inhibiteurs de la chymase ciblant non seulement les niveaux endogènes d’angiotensine II 
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